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RESUMO 
 

A indústria vitivinícola é conhecida por produzir uma grande quantidade de 

resíduos sendo a sua eliminação problemática, pois além de apresentarem toxicidade para 

o meio ambiente, não existem muitas aplicações onde possam ser empregues. Contudo, 

estes resíduos são ricos em compostos antioxidantes e a sua extração e reutilização 

apresenta-se como uma boa alternativa. Como tal, é necessário desenvolver um método 

rápido, simples e de baixo custo para a avaliação dos compostos antioxidantes presentes 

nestes resíduos. A espectroscopia de infravermelho próximo (NIR) apresenta todas estas 

características e além disso permite analisar vários parâmetros em simultâneo e ser 

aplicada in-situ e de forma não-destrutiva.  

Este trabalho teve como objetivo a determinação da capacidade antioxidante total 

(CAT), compostos fenólicos totais (CFT) e composição dos resíduos vitivinícolas 

(quantidade de grainhas e películas) em amostras inteiras e moídas utilizando a 

espectroscopia NIR. 

Foram construídos modelos baseados em espectros NIR de resíduos com o auxílio 

de ferramentas quimiométricas, nomeadamente o método dos mínimos quadrados 

parciais (PLS). O desempenho dos modelos para prever os parâmetros estudados foi 

avaliado através do erro de calibração (RMSEC), do erro de validação cruzada (RMSECV), 

do erro de previsão (RMSEP), do coeficiente de determinação de previsão (R2
P), e do rácio 

do intervalo de valores sobre o erro (RER). 

Os valores de R2
P variaram entre 0,91 e 0,97 e os valores de RER variaram entre 

14,7 e 18,1 considerando apenas as amostras moídas e os vários parâmetros modelados. 

Para as amostras inteiras, os valores de R2
P variaram entre 0,89 e 0,93 e os valores de RER 

variaram entre 10,1 e 14,3. Os modelos responderam adequadamente a todos os 

parâmetros estudados, tanto nas amostras moídas como nas inteiras (valores de RER 

acima de 10 para todos os parâmetros). No entanto, as amostras moídas apresentaram 

melhores resultados pois obtiveram valores de R2
P mais próximos de 1 e valores superiores 

de RER. Em ambos os casos, foi demonstrado que a espectroscopia NIR tem a capacidade 

de estimar os parâmetros estudados de forma eficaz (rápida e com baixo custo), sem que 

seja necessário nenhum pré-processamento das amostras, sendo portanto este método 

adequado para uma avaliação rápida deste tipo de amostras em aplicações industriais. 

 

Palavras-chave: Resíduos vitivinícolas, Espectroscopia de infravermelho 

próximo, Quimiometria, Compostos antioxidantes 
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ABSTRACT 
 

The wine industry is known to generate large amounts of residues and their 

disposal is a problem because they are eco-toxic and there aren’t many profitable 

applications. However, wine residues are rich in antioxidant compounds and their 

extraction and recovery presents as a good alternative. Therefore, it is important to 

develop a fast, simple and low cost technique for the evaluation of antioxidant compounds 

present in this residue. Near infrared spectroscopy (NIR) has all these features. It allows 

the analysis of multiple parameters simultaneously and can be applied in situ in a non-

destructively manner. 

This work aims at evaluating the total antioxidant capacity (TAC), total phenolic 

compounds (CFT) and the composition of wine industry residues (amount of grape seeds 

and skins) in raw and milled samples using NIR spectroscopy. 

Models based on NIR spectra were developed with the aid of chemometric tools, 

namely partial least squares (PLS). Models’ performance was evaluated resourcing to the 

calibration error (RMSEC), cross-validation error (RMSECV), prediction error (RMSEP), 

coefficient of determination of prediction (R2
P), and the range error ratio (RER). 

Considering only milled samples, R2
P and RER values ranged from 0.91 to 0.97 and 

from 14.78 to 18.1, respectively, for all modelled parameters. For raw samples, R2
P and 

RER values ranged from 0.89 to 0.93 and from 10.1 to 14.3, respectively. All developed 

models performed adequately in milled and raw samples (RER values above 10 for all 

parameters). Milled samples showed better results with R2
P values closer to 1 and higher 

values of RER. In both cases, it was demonstrated that NIR spectroscopy has the ability to 

estimate efficiently all the studied parameters (in a fast and low cost manner), without the 

need of any sample processing. It was demonstrated that this spectroscopic method is 

suitable for a quick assessment of this type of samples with special importance in 

industrial applications. 

 

Keywords: Viticulture residues, Near infrared spectroscopy, Chemometrics, Antioxidant 

compounds   
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GLOSSÁRIO 
 

AAPH - 2,2’-azobis-(2-amidinopropano) dihidrocloreto 

ABTS - Radical 2,2’- azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfónico) 

ADN - Ácido desoxirribonucleico 

CAT - Capacidade antioxidante total 

CCD - Charge-coupled device 

CFT - Compostos fenólicos totais 

CP - Componentes principais 

DPPH - Radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil 

FC - Capacidade redutora do Folin-Ciocalteu 

FIR - Infravermelho distante 

FRAP - Poder antioxidante de redução férrica 

GC - Cromatografia gasosa 

H2O2 - Peróxido de hidrogénio  

HO● - Hidroxilo 

HOCl - Ácido hipocloroso 

HPLC - Cromatografia líquida de alta eficiência 

ICS - Sociedade Internacional de Quimiometria 

KMBA - Substrato α-cetoácido-γ-metilbutírico 

L - Loadings 

LDL - Lipoproteína de baixa densidade 

LV - Variáveis latentes 

MIR - Infravermelho médio 

MSC - Correção multiplicativa de sinal 

NIR - Infravermelho próximo 

NO● - Óxido nítrico 

1O2 - Óxigénio singleto 

O2
●- - Superóxido 

ONOO- - Peroxinitrito  
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ORAC - Capacidade de absorção de radicais de oxigénio 

OSC - Correção ortogonal de sinal 

PCA - Análise de componentes principais 

PCR - Regressão por componentes principais 

PDA - Photodiode array 

PLS - Mínimos quadrados parciais 

R - Resíduos  

R2
P - Coeficiente de determinação de previsão 

RER - Rácio do intervalo de valores sobre o erro 

RMSEC - Raiz quadrada do erro quadrático médio de calibração 

RMSECV - Raiz quadrada do erro quadrático médio de validação cruzada 

RMSEP - Raiz quadrada do erro quadrático médio de previsão 

ROO● - Peroxilo 

RO● - Alcoxilo 

S - Scores  

SNV - Variação de padrão normal  

TAH - Transferência de átomos de hidrogénio 

TE - Transferência de eletrões 

TOSC - Capacidade antioxidante total 

TRAP - Potencial reativo antioxidante total 

UV-VIS - Ultravioleta-visível 
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OBJETIVOS 
 

Esta Dissertação centrou-se no desenvolvimento de um procedimento para 

determinação rápida e a baixo custo da capacidade antioxidante de resíduos da indústria 

vitivinícola, nomeadamente do bagaço, pela técnica de espectroscopia de infravermelho 

próximo (NIR). A caracterização deste resíduo agro-alimentar envolveu as seguintes 

etapas principais: 

- a determinação da quantidade de grainhas e películas, visto que cada um destes 

constituintes possui diferentes tipos de compostos antioxidantes e influencia de forma 

distinta as propriedades antioxidantes totais; 

- a determinação dos compostos fenólicos totais (CFT) e da capacidade 

antioxidante total (CAT) para discriminar as amostras de bagaço com níveis mais altos de 

compostos antioxidantes (amostras com baixos níveis de compostos fenólicos e poucas 

propriedades antioxidantes não possuem interesse a nível da sua reutilização e podem ser 

imediatamente excluídas, evitando os demorados e dispendiosos procedimentos de 

extração); 

- a avaliação da técnica NIR foi efetuada utilizando amostras de bagaço inteiras e 

moídas (n=96) considerando diferentes tempos de armazenamento (1 semana, 1 mês e 2 

meses) de forma a avaliar a viabilidade da técnica NIR nas amostras com (moídas) e sem 

processamento (inteiras) e na definição do período de armazenamento mais adequado 

para a posterior extração dos compostos fenólicos. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Subprodutos da viticultura e suas possíveis aplicações 

1.1.1 Vinho e o processo de vinificação 

A produção de vinho é uma das atividades mais antigas que se conhece, tendo 

acompanhado a evolução social, cultural e económica de diversas civilizações. Evidências 

históricas, tais como resíduos de vinho encontrados em jarros de cerâmica, indicam que 

sua origem remonta possivelmente aos 6000 anos a.C. e continua a ter uma elevada 

importância em muitas culturas atualmente.1 

A uva é uma das frutas mais cultivadas a nível global, com uma colheita de cerca de 

69 milhões de toneladas por ano, segundo a Organização Internacional da Vinha e do 

Vinho, dos quais 80% destinam-se à vinificação.2-6 Desde 2009, a produção de vinho em 

Portugal é em média cerca de 6,2 milhões de hectolitros de vinho por ano, o que o coloca 

entre os cinco maiores produtores de vinho da Europa,7, 8 facto confirmado pelo 

Observatório dos Mercados Agrícolas e das Importações Agroalimentares no ano de 2011. 

Esta indústria é um dos setores com elevado impacto a nível da exportação nacional de 

produtos agroalimentares.9 

1.1.1.1 Viticultura 

A viticultura é uma atividade agrícola ligada ao cultivo da videira para fins de 

produção de fruta fresca e/ou vinho. A videira é um arbusto que apresenta um ciclo 

vegetativo de várias décadas e um aumento de produção ao longo dos anos.10 Tal como 

outras plantas, utiliza a energia proveniente do sol para produzir açúcares e oxigénio a 

partir de dióxido de carbono e água durante o processo de fotossíntese. Alguns destes 

açúcares são usados nos processos metabólicos do sistema da planta, enquanto outros são 

armazenados nas raízes até ao período em que as uvas começam a amadurecer. Nesta fase 

os açúcares migram até à uva tornando-a mais doce à medida que amadurece. A qualidade 

da uva está intimamente ligada aos níveis de açúcares totais e como tal é muito importante 

determinar os teores dos mesmos (º Brix).10 

Mais de 20 milhões de hectares de videiras são cultivadas em todo o mundo. 

Existem mais de 50 espécies de videiras diferentes, sendo a Vitis vinífera a espécie mais 

cultivada a nível mundial especificamente para a produção de vinho. Esta espécie é nativa 

da Europa onde predominam os climas temperados e possui centenas de variedades. 
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Espécies como a Vitis labrusca, típicas dos Estados Unidos, são mais resistentes a doenças 

e suportam climas mais frios do que a Vitis vinífera.10 

A seleção de um local com o clima adequado para cultivo da videira é 

extremamente importante visto que fatores como o frio e calor excessivo, humidade, 

chuvas frequentes e geadas, durante o período de crescimento, estão associados a diversos 

problemas no desenvolvimento apropriado das videiras.10 As características climáticas 

desejáveis incluem uma boa exposição ao sol, temperaturas de inverno amenas e ausência 

de geadas. É igualmente importante a presença de grandes massas de água próximo do 

local de cultivo pois ajuda a moderar mudanças drásticas de temperatura. No entanto, o 

clima mais apropriado depende da variedade de videira.10 

As videiras possuem a capacidade de se adaptarem a uma vasta gama de tipos de 

solo, embora apresentem uma produtividade superior quando os seus sistemas radiculares 

são bem desenvolvidos e saudáveis. As condições de solo que permitem um 

desenvolvimento adequado da videira são arejamento e boa drenagem do solo, textura 

solta da terra e fertilidade moderada.10 

A articulação entre os fatores climáticos, as características do solo, a espécie de 

videira e o equilíbrio da própria planta está intrinsecamente ligada à qualidade da uva e 

consequentemente à qualidade do vinho.10 

1.1.1.2 Processo de vinificação 

A produção do vinho ou a vinificação é o processo pelo qual a uva é transformada 

em vinho e é constituída por diversas etapas, nomeadamente, vindima, separação do 

engaço, esmagamento, maceração, fermentação, filtração e maturação. 

O primeiro passo da vinificação, a vindima, é a colheita das uvas. É conveniente 

que as folhas se mantenham o mais verde possível até ao período da vindima e que as uvas 

tenham atingido a sua maturação. 

Após a colheita dos cachos de uva, o engaço, constituído pela ramificação do bago, 

é separado e rejeitado. 

Posteriormente, segue-se o esmagamento que tem como objetivo romper a película 

da uva de modo a libertar todos os compostos presentes nesta e a iniciar o processo de 

fermentação. 

Segue-se a maceração, que é a operação onde ocorre a imersão e o contacto do 

sumo das uvas, também denominado de mosto (nesta fase), com a sua parte sólida, 

nomeadamente as películas e grainhas. Esta etapa promove a extração de compostos da 

película, polpa e grainha e a sua transferência para o mosto, que contribui em grande 

escala para a cor, sabor e aroma do vinho.11, 12 Hoje em dia existem outros tipos de 
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maceração tal como a fermentação carbónica, que consiste na colocação de uvas inteiras 

num depósito com uma atmosfera saturada em CO2. Este procedimento aumenta a 

permeabilidade da parede celular das células da película e promove uma extração mais 

eficaz de compostos fenólicos entre outros.13 

A fermentação é passo seguinte onde os açúcares da uva (principalmente a glicose 

e a frutose) são transformados em álcool etílico e dióxido de carbono, segundo a equação 

1: 10 

C6H12O6 (açúcares da uva) → 2C2H5OH (etanol) + 2CO2 (dióxido de carbono) + 

56kcal de energia calorífica         

 

Nos vinhos tintos, a maceração e a fermentação alcoólica ocorrem 

simultaneamente. Neste caso pode ser necessário efetuar remontagens para homogeneizar 

a solução e maximizar a extração, visto que devido à formação de gás proveniente da 

fermentação o bagaço tem tendência a concentrar-se na parte superior da cuba 

diminuindo o contacto entre este e o mosto. A remontagem consiste na submersão do 

bagaço no mosto ou na remoção do mosto pela parte inferior da cuba e a sua reinserção na 

parte superior da mesma.12 

Nos vinhos brancos a maceração é inevitável, no entanto o sumo das uvas é 

imediatamente separado das películas e grainhas das uvas, e fermenta sozinho.13 

Para que o processo de fermentação ocorra é necessário a presença de leveduras, 

uma vez que atuam como catalisadores da reação.10 Estas encontram-se normalmente 

presentes nas uvas, no entanto pode ser necessária a sua adição pelos enólogos.10, 14 Uma 

das espécies de levedura mais utilizadas na produção de vinho é a Saccharomyces 

cerevisiae.15 Além da presença de leveduras para que o processo de fermentação se inicie, 

é importante dar especial atenção à temperatura uma vez que esta influencia o 

desenvolvimento das leveduras. Quanto mais elevada a temperatura, maior a rapidez do 

processo fermentativo, no entanto, temperaturas demasiado altas podem destruir as 

leveduras.15 

Durante o processo de fermentação, ocorre a fermentação alcoólica e a 

fermentação malolática. A fermentação alcoólica é responsável pela transformação do 

açúcar em álcool e acaba quando todo o açúcar é transformado. 16A fermentação 

malolática ocorre após a fermentação alcoólica num processo em que as bactérias láticas 

existentes no sumo das uvas transformam o ácido málico aqui presente em ácido lático, 

diminuindo a acidez do vinho e consequentemente tornando-o mais suave a nível 

organolético.17 
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Após a fermentação, o sumo das uvas é filtrado através de membranas com 

determinada porosidade de modo a remover as impurezas sólidas que possui. Este 

processo deve ser efetuado suavemente de modo a não extrair os taninos mais amargos 

presentes nas películas e grainhas. Os fatores que mais influenciam a eficácia da filtração 

são a pressão e a velocidade do fluxo da filtração. Se a pressão for demasiado alta provoca 

taxas de fluxo baixas o que leva a uma remoção excessiva de cor e sabor. A filtração ideal 

do vinho é caracterizada por baixa pressão, e taxas de fluxo constantes e moderadas. Antes 

deste processo é importante saber qual o grau de clareza do vinho que se pretende assim 

como a determinação da quantidade de cor e sabor perdido, pois esta operação de 

filtragem remove inevitavelmente cor e sabor ao vinho. Isto faz com que muitos vinhos 

que não são filtrados sejam considerados de maior qualidade.10 A microfiltração é um dos 

tipos de filtração mais utilizada na indústria do vinho e ocorre através de uma membrana 

semi-permeável que separa partículas com dimensão inferior a 5µm do vinho. Estes 

limites são bastante inferiores aos limites de filtração "estéreis", e apenas exige uma 

pressão muito baixa, normalmente de 5 a 15 psi. A ultrafiltração, outro tipo de filtração, 

utiliza membranas menos porosas e uma gama de pressão mais elevada, de 10 a 150 psi, 

com o objetivo de separar moléculas de elevado peso molecular da solução.10 A melhoria 

contínua deste tipo de filtros reduziu o tempo de limpeza e promoveu uma redução 

considerável no custo do vinho.10 

Após a filtração, o vinho é incubado durante um determinado período de tempo de 

modo a amadurecer calmamente e desenvolver todas as suas qualidades. Este processo 

denomina-se maturação ou envelhecimento do vinho. A incubação do vinho pode ser 

efetuada numa pipa de madeira de dimensões variáveis ou através de outros recipientes 

específicos desenvolvidos recentemente com a evolução das técnicas vitivinícolas. A 

utilização da pipa de madeira deve-se ao facto de esta promover uma influência na 

composição química do vinho e ajudar a fortalecer a sua qualidade no que diz respeito ao 

aroma, sabor e cor. Isto ocorre devido a diversas reações, nomeadamente, a extração de 

componentes da madeira e a sua transferência direta para o vinho, a decomposição de 

macromoléculas da madeira e reações entre os compostos da madeira e os compostos do 

vinho.18 Até hoje já foram identificados mais de 200 componentes voláteis na madeira de 

carvalho. Os enólogos podem encontrar uma vasta literatura sobre estes componentes e o 

seu respetivo efeito no sabor dos vinhos.10 

Desta forma, o recipiente selecionado para incubar o vinho depende das 

características que pretendemos englobar no sabor deste. Quando são utilizados 

recipientes à base de materiais diferentes da madeira, é possível adicionar fragmentos de 

madeira de carvalho para que o desenvolvimento das características seja semelhante ao do 
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envelhecimento na pipa de madeira.19 Neste processo, devem ser efetuados testes 

regularmente para avaliar a qualidade do vinho, visto que nesta etapa é possível adaptar as 

condições de modo a que os resultados possam ir ao encontro dos objetivos pretendidos. 

O tempo que o vinho permanece na pipa durante a fase de maturação depende da 

estrutura deste vinho. Se o vinho for rico em polifenóis, a fase de maturação pode variar 

entre os 12 a 18 meses. Se o vinho for pouco estruturado varia entre os 6 a 8 meses. Mas é 

o enólogo e as suas avaliações que permitem realmente definir o pico máximo de 

maturação de um vinho. 

 

1.1.1.3 Composição dos vinhos 

Existem diversos estudos recentes que associam o consumo moderado de vinho 

com efeitos benéficos para a saúde.20, 21 Os principais compostos responsáveis por este 

efeito são os compostos antioxidantes (vão ser discutidos numa secção posterior), 

nomeadamente os compostos fenólicos, também denominados de polifenóis.20 Estes 

compostos desempenham também um papel muito importante na qualidade final do 

vinho pois têm uma elevada influência nas características organoléticas, principalmente a 

nível da cor, adstringência e amargor.8, 22 

O conjunto de polifenóis do vinho não depende unicamente da presença destes nas 

uvas pois a composição de ambos é quimicamente distinta.7 Segundo vários estudos, os 

compostos antioxidantes dos diversos tipos de uva dependem de fatores como o clima, os 

níveis de CO2 e a região.20 Os compostos antioxidantes presentes nos vinhos são 

influenciados pelo tipo de uva utilizada, as práticas vitivinícolas, as diferentes técnicas 

enológicas, o ano de colheita, o processo de vinificação, entre outros.8, 23 De todas as 

variáveis que influenciam a presença dos polifenóis nos vinhos, o processo de vinificação é 

o que tem mais influência.  

Durante a maceração e fermentação ocorre a transferência de polifenóis da uva 

para o vinho, assim como a formação de novos polifenóis devido ao contacto entre as 

películas, grainhas e o sumo das uvas (figura 1).22 Neste processo, as uvas são submetidas 

a uma prolongada extração fornecendo ao vinho tinto um teor variável de polifenóis.5 O 

contacto com a película que é rica em antocianidinas proporciona ao vinho tinto a 

expressão da sua cor final.24, 25 

Os microrganismos envolvidos no processo fermentativo, também desempenham 

um papel importante na composição final do vinho, pois possuem a capacidade de 

provocar oxidação ou a hidrólise dos componentes e assim provocar a alteração dos 

compostos antioxidantes presentes inicialmente nas uvas.22 
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Figura 1 -Maceração (adaptado de 26 e 27) 

Os vinhos brancos não possuem tantos polifenóis quando comparados com os 

vinhos tintos, visto que não existe contacto entre as películas, grainhas e o sumo de uva 

durante a fermentação como referido anteriormente.7 Este facto diminui as qualidades 

benéficas do vinho branco para a saúde, considerando também o seu alto conteúdo 

alcoólico.7 

Além das reações entre o vinho e a pipa de madeira, a maturação é uma etapa onde 

continuam a ocorrer reações químicas entre os compostos do vinho, que conferem 

consideráveis alterações na sua composição, nomeadamente a nível do tipo e quantidade 

de polifenóis.7 Estas alterações vão desde a diminuição da atividade antioxidante devido à 

polimerização dos polifenóis, ao aumento da atividade antioxidante devido ao processo de 

aquecimento do vinho. 22 
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1.1.2 Resíduos da indústria vitivinícola  

No decorrer do processo de vinificação, são produzidas grandes quantidades de 

resíduos, nomeadamente o bagaço e o engaço. O bagaço da uva é composto 

principalmente pelas películas e grainhas das uvas (figura 2a) enquanto o engaço é 

formado pelas hastes, nomeadamente a ramificação que suporta o bago (figura 2b).28 

 

Figura 2- a) bagaço e b) engaço (adaptado de 29 e 30, respetivamente) 

Os resíduos vitivinícolas representam 20% a 25% do peso total da uva utilizado 

neste processo, correspondendo a 9 milhões de toneladas de resíduos por ano 

mundialmente (figura 3).3, 4, 28, 31 Como tal, o seu armazenamento, transformação e 

eliminação, apresentam problemas tanto em termos ecológicos como económicos.24, 32, 33 

 

Figura 3 - Resíduos da indústria vitivinícola (adaptado de 34) 
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Visto que o bagaço é um resíduo proveniente do processo de vinificação, é 

reconhecido por possuir igualmente um grande teor de polifenóis,5, 22 que podem ser 

identificados como flavonóides e não flavonóides. Os não flavonóides incluem compostos 

como os ácidos fenólicos, os ácidos hidroxicinâmicos, os estilbenos (tal como o 

resveratrol) e fenóis simples. Os flavonóides incluem compostos como os flavonóis (tal 

como a quercetina e o campferol), as antocianinas (tal como a malvidina), os flavanóis (tal 

como a catequina e epicatequina), e os seus produtos de condensação poliméricos, 

nomeadamente as proantocianidinas ou taninos condensados. 3, 28, 35, 36 As antocianinas 

são consideradas os compostos antioxidantes mais valiosos nos resíduos da vinificação das 

uvas tintas e são responsáveis pela sua cor.25 Quando comparados com os resíduos de uvas 

brancas, apresentam uma abundância vinte vezes superior.3 Além dos compostos 

antioxidantes mencionados anteriormente, o bagaço é igualmente composto por 

quantidades significativas de lípidos, proteínas, fibras dietéticas e minerais não 

digeríveis.28 O elevado teor de fibra dietética, nomeadamente glicanos, celulose e pectinas, 

aumentam o valor nutritivo deste resíduo com vista à sua utilização numa ampla gama de 

aplicações como ingredientes alimentares.37, 38 

Os compostos antioxidantes presentes nas grainhas e películas da uva são 

diferentes (figura 4). Os principais compostos fenólicos das grainhas são os ácidos 

fenólicos (nomeadamente o ácido gálico), os flavonóis, as proantocianidinas, e o 

resveratrol.28 Nas películas os principais compostos são os ácidos hidroxicinâmicos, os 

flavonóis (principalmente a quercetina), as antocianidinas e o resveratrol.23, 28, 39 As 

catequinas e as proantocianidinas das películas e grainhas são os principais compostos 

responsáveis pela adstringência e amargura do vinho.22, 23 As grainhas apresentam na sua 

composição 13 a 19% de óleo, rico em ácidos gordos essenciais, cerca de 11% de proteínas e 

60 a 70% de hidratos de carbono não-digeríveis e antioxidantes.28 A composição das 

películas compreende aproximadamente 6% de proteínas, 4% de ácidos gordos, 13% de 

celulose, 4% de resíduo mineral, 54% de água, 9% de sacarose e 2% de flavonóides.39 

 

Figura 4 - Películas e grainhas de uva (adaptado de 40 e 41, respetivamente) 
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1.1.2.1 Recuperação dos resíduos vitivinícolas 

Atualmente as aplicações industriais existentes para o processamento dos resíduos 

vitivinícolas têm como objetivo a extração de ácido tartárico e a produção de etanol. 42 

Geralmente o resíduo sólido final é utilizado como fertilizante.43 Tem sido também 

utilizado como aditivo na alimentação animal, no entanto, a presença de polímeros tal 

como a lignina, reduz a digestibilidade pois inibe enzimas celulolíticas, proteolíticas e o 

crescimento de bactérias no estômago dos seres ruminantes, cuja presença constitui parte 

integrante do seu processo de digestão.26 

Como se pode verificar, os resíduos vitivinícolas apresentam um elevado teor de 

compostos bioativos7 e essa característica despertou o interesse para a sua extração e 

reutilização. 5, 44 Desta forma, prevê-se que estes resíduos possam ser uma futura fonte 

rentável de compostos antioxidantes naturais.32 Além das características antioxidantes 

benéficas para a saúde, estes compostos podem constituir um papel importante no campo 

da enologia pelo facto de serem responsáveis por características organoléticas, tais como a 

cor, o sabor e o aroma, como referido anteriormente.45 

Como tal, as técnicas de extração destes compostos têm sido intensamente 

estudadas,5, 31, 36, 44, 46-48 uma vez que esta etapa é imprescindível para posteriores 

potenciais aplicações. Neste sentido, a melhoria das técnicas de extração podem permitir a 

obtenção de elevadas quantidades de compostos bioativos, a diminuição do tempo de 

extração assim como uma baixa utilização de solventes orgânicos, de modo a aumentar a 

sustentabilidade e a segurança alimentar deste processo.5 

Diversos solventes são usualmente utilizados na extração de compostos, tais como 

o etanol, metanol, propanol, éter etílico e acetato de etilo.46, 49 A eficácia de um solvente 

depende de fatores, tais como, a matriz do material em que se pretende efetuar a extração 

e a polaridade do próprio solvente.49 Quanto maior a polaridade do solvente, melhor é a 

solubilidade dos compostos fenólicos.50 A extração é mais eficaz quando são utilizados 

solventes à base de álcoois polares.49 Como tal, o etanol é dos solventes mais utilizados 

pois além de promover uma extração eficiente, é especialmente adequado quando esta tem 

como fim a utilização dos compostos na indústria alimentar.51 A adição de água a este 

solvente melhora a sua taxa de extração.49, 51 A utilização de acetato de etilo é também 

adequada à posterior aplicação dos extratos a nível alimentar.46 Devido à sua baixa 

polaridade, este solvente extrai principalmente os polifenóis que são facilmente 

dissolvidos na fração lipídica dos alimentos.46 Além disso, o ponto de ebulição baixo 

facilita a sua remoção e reutilização.46 
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1.1.3 Antioxidantes 

Os antioxidantes podem ser definidos como um grupo de compostos que previnem 

e retardam as reações de oxidação embora não consigam reverter esse mesmo processo.52-

54. Como tal, os compostos antioxidantes têm a capacidade de neutralizar os radicais livres 

provenientes das reações de oxidação pois conseguem ceder-lhes eletrões sem se tornarem 

eles próprios radicais livres.55 Os radicais livres são moléculas cuja estrutura química 

apresenta um ou mais eletrões de valência desemparelhados, devido à ação de uma cisão 

homolítica que quebra as ligações covalentes e que torna estas espécies altamente 

reativas.55, 56 De modo a promover a sua estabilidade, estas espécies tendem a captar um 

eletrão de uma molécula estável provocando a sua oxidação. Por sua vez, as espécies 

oxidadas reagem inevitavelmente com outras moléculas estáveis e assim 

consecutivamente, provocando uma reação em cadeia.57 Se os radicais livres não forem 

inativados podem estar na origem da inibição de enzimas metabolicamente importantes e 

desencadear danos colaterais em biomoléculas como proteínas, hidratos de carbono, 

lípidos e ácidos nucleicos, comprometendo, deste modo, as funções vitais no organismo.58-

62 Um exemplo é o dano na cadeia de ADN, que induz uma proliferação de células 

mutantes por clonagem da célula danificada e consecutivamente o aparecimento de 

diversos tipos de cancro.47, 58 Outro exemplo acontece com as moléculas de colesterol LDL, 

que após a sua oxidação por radicais livres são mais facilmente absorvidas por macrófagos 

convertendo-se em "células de espuma”, típicas da aterosclerose.58, 59  

Com a evolução da Terra houve inevitavelmente um aumento gradual da 

concentração de oxigénio atmosférico até aos atuais 21%. Visto que o metabolismo dos 

seres aeróbios não estava adaptado a níveis elevados de oxigénio nas células (hiperóxia) 

estes foram sofrendo cada vez mais a sua agressão. 38, 128 Nos casos de hiperóxia, o O2 

torna-se tóxico para o ser humano devido à produção de uma elevada quantidade de 

espécies reativas de oxigénio.61 Estas espécies são os principais radicais livres presentes no 

corpo humano e envolvidos nas reações de oxidação.60, 63, 64 As espécies reativas de 

oxigénio englobam os radicais anião superóxido (O2
●-), o peroxilo (ROO●), o alcoxilo 

(RO●), o hidroxilo (HO●), o óxido nítrico (NO●), o peroxinitrito (ONOO-) assim como 

derivados não radicais tais como o peróxido de hidrogénio (H2O2), o oxigénio singleto 

(1O2) e o ácido hipocloroso (HOCl).53, 64 O radical superóxido e o peróxido de hidrogénio 

são considerados as espécies menos reativas e o radical hidroxilo é considerado a espécie 

mais reativa.64, 65 

A presença de radicais livres no organismo pode ser induzida por mecanismos 

naturais ligados ao metabolismo celular do indivíduo ou através de fatores externos a que 
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o indivíduo se predispõe.62, 66 Os mecanismos internos que estão na origem da produção 

de radicais livres no organismo ocorrem como parte integral da homeostasia de processos 

celulares e englobam a mitocôndria, os peroxissomas, a xantina oxidase, a fagocitose, 

produtos da cascata do ácido araquidónico e de processos inflamatórios e a isquemia.58, 62, 

67 Os fatores externos incluem o exercício físico, a poluição, radiações ionizantes, o ozono, 

solventes orgânicos, pesticidas, drogas, dietas ricas em ácidos gordos polinsaturados e 

fumo do tabaco.62, 64, 68 Além das consequências no corpo humano, os radicais livres estão 

também implicados na deterioração oxidativa de produtos alimentares.63 

Alguns dos mecanismos internos mencionados mostram que os radicais livres 

também possuem ações benéficas e essenciais em diversas reações fisiológicas do 

organismo,58, 66 tal como uma participação ativa no mecanismo de defesa do corpo 

humano.58 

Deste modo, a ação prejudicial dos radicais livres resulta unicamente do 

desequilíbrio entre a razão da quantidade de compostos oxidantes e antioxidantes.53 

Quando existe um maior número de compostos oxidantes presentes nas células afirma-se 

que estas se encontram sob stress oxidativo.66, 67 Assim sendo, quando a quantidade de 

compostos antioxidantes não é suficiente para suprimir a ação destas espécies reativas as 

células sofrem os danos referidos anteriormente. Estes danos estão na origem de diversos 

efeitos adversos no corpo humano tal como o envelhecimento, doenças cardiovasculares, 

doenças neurodegenerativas e ao aparecimento de diversos cancros como já 

mencionado.47, 62, 68 Os compostos antioxidantes são por isso essenciais para o 

organismo47, 60 e podem atuar através da inibição da formação de radicais livres, da 

interrupção da reação em cadeia, do sinergismo com outros compostos antioxidantes, da 

conversão de hidroperóxidos em compostos estáveis, da inibição de enzimas pro-

oxidantes e da conversão de metais pro-oxidantes em produtos estáveis através de agentes 

quelantes de metais.62 

Apesar destes compostos já terem sido considerados anti-nutrientes, muitos 

estudos comprovaram que as suas propriedades antioxidantes podem ter efeitos benéficos 

na saúde humana, nomeadamente na prevenção e tratamento do cancro assim como nas 

doenças cardiovasculares e neurodegenerativas.47, 69 O aumento do interesse na utilização 

destes compostos, além das propriedades referidas anteriormente, advém da sua elevada 

abundância em alimentos vegetais, da sua segurança alimentar e da baixa toxicidade no 

organismo.47 

A capacidade antioxidante dos compostos presentes nos alimentos e os 

consequentes efeitos benéficos são difíceis de estimar devido à quantidade, diversidade e 

complexidade destes compostos e à interação entre eles.5, 7 Além disso, o processamento 
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industrial e doméstico de alimentos assim como as reações biológicas no organismo após o 

seu consumo, estão associados a transformações químicas que podem alterar a 

constituição dos compostos antioxidantes.7 

1.1.3.1 Tipos de compostos antioxidantes 

Os compostos antioxidantes podem ser agrupados em compostos antioxidantes 

endógenos e exógenos. 

Durante a evolução humana, o desenvolvimento de diversos mecanismos 

endógenos preveniram a defesa do organismo contra o stress oxidativo e formação de 

radicais livres.62 Os compostos antioxidantes endógenos proporcionam um equilíbrio 

entre compostos antioxidantes e radicais livres, no entanto, não são suficientes e é 

imprescindível para o organismo ingerir compostos antioxidantes externos de modo a 

manter um nível baixo de radicais livres.62, 68 

1.1.3.1.1 Compostos antioxidantes endógenos 

Os compostos antioxidantes endógenos são divididos em dois grandes grupos: 

antioxidantes enzimáticos e os antioxidantes não enzimáticos. Os antioxidantes 

enzimáticos são normalmente subdivididos em primários e secundários consoante a 

defesa que proporcionam.62 Os compostos enzimáticos primários incluem a glutationa 

peroxidase, a catalase e o superóxido dismutase. E os secundários incluem a glutationa 

redutase e a glucose-6-fosfato desidrogenase.62 O benefício destes compostos para o 

organismo pode ser demonstrado pela enzima catalase, cuja ação de apenas uma molécula 

promove a conversão de 6 milhões de moléculas de peróxido de hidrogénio em moléculas 

de água e oxigénio.62 

Relativamente aos compostos antioxidantes não enzimáticos são identificadas 

diversas vitaminas, cofatores enzimáticos, compostos de azoto e péptidos.62 

1.1.3.1.2 Compostos antioxidantes exógenos 

Os antioxidantes exógenos incluem diversos tipos de substâncias nomeadamente 

vitaminas antioxidantes (especificamente a vitamina C e a vitamina E), carotenóides, 

compostos fenólicos e alguns oligoelementos.64, 70, 71 Os compostos fenólicos ou polifenóis 

constituem um dos maiores grupos de compostos antioxidantes naturais presentes nas 

plantas e englobam uma vasta variedade de moléculas, desde moléculas simples a 

moléculas altamente polimerizadas.5, 28, 47, 69 Estes compostos são extremamente 

importantes no metabolismo das plantas pois estão envolvidos no crescimento, 
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reprodução e proteção contra a radiação ultravioleta, 47 agentes patogénicos, parasitas e 

predadores.69 São considerados metabolitos secundários das plantas e podem ser 

sintetizados através de duas vias distintas, nomeadamente a via acetato ou a via do ácido 

chiquímico (figura 5).47, 69 

 

Figura 5 - Ciclo de produção dos metabolitos secundários (adaptado de 72) 

A estrutura básica destes compostos possui um ou mais grupos hidroxilos ligados a 

anéis aromáticos e podem estabelecer associações com outros compostos, tais como 

grupos carboxílicos, ácidos orgânicos, aminas e lípidos.5, 69 Atualmente são conhecidos 

cerca de 8000 polifenóis, subdivididos em 10 grandes classes, de acordo com a sua 

estrutura química e no qual os flavonóides são o grupo mais relevante (tabela 1).47, 69 
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Tabela 1 - Principais classes de polifenóis (adaptado de 69) 

Classe Formula química básica Estrutura básica 

Fenóis simples C6 

 
Benzoquinonas C6 

 
Ácidos fenólicos C6-C1 

 
Acetofenonas C6-C2 

 
Ácidos fenilacéticos C6-C2 

 
Ácidos hidroxicinâmicos C6-C3 

 
Fenilpropenos C6-C3 

 
Cumarinas, isocumarinas C6-C3 

 
Cromonas C6-C3 

 
Naftoquinonas C6-C4 

 
Xantonas C6-C1-C6 

 
Estilbenos C6-C2-C6 

 
Antraquinonas C6-C2-C6 

 
Flavonóides C6-C3-C6 

 
Lignanas (C6-C3)2 

 
Neolignanas (C6-C3)2 

 
Ligninas (C6-C3)n  
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A sua diferenciação resulta das suas estruturas químicas e são geralmente 

agrupados em subclasses. 5, 28 

Os fenóis simples e os flavonóides representam a grande maioria de compostos 

presentes nas plantas e correspondem a compostos solúveis com capacidade de ligação aos 

componentes da parede celular.69 Os fenóis simples pertencentes ao grupo com menor 

peso molecular encontram-se vastamente distribuídos em diversos tipos de plantas.69 

Os flavonóides são constituídos por 5000 compostos agrupados em 13 classes 

diferentes e são considerados os compostos polifenóis mais abundantes na nossa dieta.7, 28, 

47 Existem nas plantas e também em sementes, nozes, grãos, especiarias e diferentes 

plantas medicinais, assim como em bebidas, como o vinho, chá e cerveja em níveis 

relativamente mais baixos.73 Normalmente aparecem na forma de derivados de glicosídeo 

ou esporadicamente na forma de agliconas e contribuem para os tons de azul, púrpura, e 

laranja, em folhas, flores e frutos.64, 69 

A estrutura mais comum dos flavonóides é a difenilpropano (C6-C3-C6) e baseia-se 

na ligação de dois anéis aromáticos através de três carbonos que usualmente formam um 

anel heterocíclico oxigenado.69, 74 Os flavonóides incluem antioxidantes como as 

antocianinas, flavonóis, flavanóis, flavonas, flavanonas e flavonóides simples ou 

polimerizados, como se pode observar na tabela 2.23, 64 
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Tabela 2 - Classificação dos flavonóides (adaptado de 69) 

Classes dos Flavonoides Estrutura básica  

Chalconas 

 
Dihidrochalconas 

 
Auronas 

 
Flavonas 

 
Flavonóis 

 
Dihidroflavonóis 

 
Flavanonas 

 
Flavanóis 

 
Flavandiol ou leucoantocianidinas 

 
Antocianidinas 
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Isoflavonóides 

 
Biflavonóides 

 
Proantocianidinas ou taninos 
condensados 

 
 

As flavonas, os flavonóis e os seus glicosídeos são os flavonóides mais comuns 

presentes na natureza em todas as espécies de plantas à exceção das algas e fungos.69 Na 

classe dos flavonóis pode encontrar-se a quercetina, o campferol e a miricetina, que são 

predominantes em vegetais e frutas como a cebola, brócolos e maça.47, 69 As flavonas tal 

como a apigenina, a luteolina e a crisina são maioritariamente encontradas em ervas 

aromáticas75 e em grãos de cereais.64 Os seus análogos hidrogenados, as flavanonas, 

nomeadamente a hesperetina e naringina encontram-se quase exclusivamente em frutas 

cítricas.47, 64, 75 

Os isoflavonóides estão presentes principalmente em leguminosas como a soja, 

feijão preto, feijão-verde e grão-de-bico. Alfafa, brotos e sementes de girassol também 

contêm este tipo de flavonóides.64, 75 

O grupo flavanol, também denominado de flavano-3-ol, inclui a catequina, a 

epicatequina e alguns ésteres de galato, tal como a epigalocatequina. Estas substâncias 

encontram-se amplamente distribuídas nas plantas e estão em grande quantidade nas 

folhas de chá.64 Além disso, o grupo de flavanóis compreende também os seus produtos de 

condensação poliméricos, nomeadamente as proantocianidinas ou taninos condensados, 

que estão normalmente presentes em maçãs, uvas, frutas vermelhas, dióspiro, groselha 

preta, sorgo e grãos de cevada.64 75 Os taninos são moléculas que se encontram 

frequentemente na forma condensada ou hidrolisada e possuem peso molecular médio a 

alto.47, 69 A unidade monomérica é um flavano-3-ol, com um flavano-3,4-diol ou uma 

molécula de leucoantocianidina como seu precursor.51 A grande variedade na estrutura 
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destas moléculas deve-se às diversas possibilidades de ligação oxidativa.47 Podem formar 

complexos insolúveis com proteínas e hidratos de carbono, o que os torna responsável 

pela adstringência dos alimentos devido à sua ação de precipitação das proteínas 

salivares.47 

As antocianidinas e os seus glicosídeos (antocianinas) são dos compostos mais 

disseminados do reino das plantas.47, 76 São pigmentos vegetais solúveis em água, 

responsáveis pela cor das flores, frutas e plantas superiores.69 

Todos os alimentos que utilizam plantas na sua elaboração ou que derivam de 

sementes possuem flavonóides enquanto alimentos de origem animal não.75 A preparação 

e o processamento das frutas e legumes podem diminuir o conteúdo de flavonóides em 

50%.75 Os flavonóides são conjugados no fígado ou nos rins e excretados na bílis ou urina. 

As bactérias presentes no cólon dividem o anel heterocíclico e degradam os flavonóides em 

ácidos fenólicos de modo a que possam ser absorvidos, excretados ou metabolizados por 

estas bactérias.75 
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1.1.4 Aplicações 

Atualmente os polifenóis são usados como matéria-prima para diversas aplicações 

industriais tais como a produção de tintas, papéis, cosméticos, bronzeadores e aditivos 

alimentares especificamente corantes e conservantes naturais.69 Alguns compostos 

fenólicos, tal como os flavonóides, podem ser também extremamente úteis no 

desenvolvimento de anti-inflamatórios, antibióticos, agentes anti-diarreicos, e em 

medicamentos relacionados com o tratamento de doenças como a hipertensão, fragilidade 

vascular, alergias, hipercolesterolemia, entre outras.73, 77, 78 

Os resíduos provenientes do processamento de diversos produtos agro-

alimentares, como os resíduos vitivinícolas, apresentam um impacto ambiental 

extremamente negativo, quando depositados no meio ambiente uma vez que contêm 

substâncias orgânicas com efeitos fitotóxicos que podem inibir a germinação de diversas 

plantas.36, 43, 46 O aumento da produção destes resíduos aumentou a necessidade da sua 

reciclagem, recuperação e reutilização. 79 Assim sendo, no sentido de promover uma maior 

sustentabilidade das indústrias agro-alimentares, e diminuir a poluição ambiental, uma 

das preocupações atuais é diminuir a quantidade destes resíduos e promover a procura de 

alternativas para a sua valorização.5, 36 Atualmente os compostos sintéticos utilizados em 

diversas indústrias são cada vez mais rejeitados pelos consumidores, que exigem a sua 

substituição por compostos naturais e seguros. A extração de compostos naturais de 

subprodutos industriais, apresenta-se como uma alternativa muito interessante capaz de 

promover um equilíbrio sustentável.3, 5, 36 

O estudo e utilização de compostos antioxidantes naturais tem suscitado um 

enorme interesse em diversas áreas, uma vez que são considerados extremamente seguros 

para a saúde humana, ao contrário dos antioxidantes sintéticos utilizados na indústria 

alimentar que possuem efeitos indesejáveis, tais como toxicidade e carcinogenicidade.24, 34 

O aumento do interesse nestes compostos também tem sido influenciado por parte dos 

consumidores, pois começa a ser amplamente difundido uma relação direta entre a dieta 

realizada e o estado de saúde dos mesmos.80 Deste modo, a produção de ingredientes e 

alimentos funcionais, suplementos nutricionais e a fortificação de alimentos com 

compostos antioxidantes naturais podem proporcionar uma maior ingestão destes 

compostos com diversos efeitos benéficos e são uma potencial alternativa para a utilização 

de resíduos e a minimização das suas quantidades.3, 41 

Assim, a exploração de resíduos ou subprodutos da indústria agro-alimentar como 

fonte de compostos antioxidantes naturais é um campo bastante promissor e com 

expectativas de aumento sustentado.3 Existem já bastantes referências a aplicações, em 
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diversas áreas, de compostos antioxidantes provenientes de diferentes tipos de resíduo 

(tabela 3). 
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Tabela 3 - Aplicações dos polifenóis provenientes de diversos tipos de resíduos 

Tipo de resíduo 
 

Compostos extraídos Exemplos de aplicações Ref. 

Borras de café 

Ácido clorogénico, ácido cafeico, 
ácido gálico e outros ácidos 

carboxílicos 
 

- Produção de suplementos nutricionais (indústria nutracêutica)  
- Aditivos para cosmética 
- Aditivos para estabilização do aroma e conservação de produtos 
alimentares 

81,82 

Bagaço de maça 
Ácido clorogénico, quercetina, 

catequina, epicatequina e floridizina 
- Produção de alimentos funcionais 83 

Extrato de casca de 
batata 

Ácido clorogénico, ácido cafeico, 
ácido gálico e ácido protocatecuico 

- Aditivos para melhorar a estabilidade de produtos alimentares (retardar 
a oxidação lipídica e estender o prazo de validade) 

84 

Cascas de 
amendoins 

Ácido clorogénico, ácido cafeico, 
ácido ferúlico, ácido coumárico, 
catequina, proantocianidina e 

resveratrol 

- Fortificação de alimentos (incorporação em manteiga de amendoim) 
- Produção de ingredientes funcionais ou suplementos nutricionais 
- Aditivos para alimentação humana ou animal 

85,86 

Bagaço de 
azeitonas 

Tirosol, hidroxitirosol, ácido cafeico, 
verbascosídeo, secoiridoides e 

flavonóides tais como apigenina, 
luteolina e rutina 

 
 

- Produção de energia 
- Adubos orgânicos 
- Aditivos para alimentação animal 
- Produção de suplementos nutricionais (indústria nutracêutica) 
- Aplicações terapêuticas (atividade antioxidante, antimicrobiana e 
anticancerígena) 

87 

Resíduos de romã 
Antocianinas, ácido elágico, 

flavonóis e flavonas 
 

- Aplicações terapêuticas 
- Aditivos para melhorar a palatabilidade e a estabilidade de produtos 
alimentares  

29,88 

Bagaço de arando 
Ácido elágico, ácido gálico, ácido 
clorogénico, ácido p-cumárico e 

ácido p-hidroxibenzóico 
- Aplicação à indústria nutracêutica 89 

Resíduos de casca 
de camarão 

1,2 diamina-1(σ-hidroxifenil) 
propeno 

- Aditivos para estabilização da cor 82 
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1.2 Identificação, caraterização e quantificação de polifenóis 

A caracterização dos compostos antioxidantes é o primeiro passo para encontrar a 

melhor forma de valorizar e reaproveitar estes resíduos.24 O acesso a estas propriedades 

permite estudar a composição dos resíduos assim como determinar os que possuem uma 

maior capacidade antioxidante.90 Os métodos de análise para os compostos antioxidantes 

são definidos consoante o objetivo que se pretende determinar, uma vez que para 

diferentes classes de compostos existem métodos específicos para a sua identificação e/ou 

quantificação.47 Isto deve-se à elevada quantidade destes compostos nas amostras e à 

diversidade de estruturas químicas. Como tal, é essencial que a caracterização das 

amostras seja efetuada através de métodos analíticos altamente específicos e sensíveis.5 

1.2.1 Métodos por via húmida 

Atualmente, o número de métodos e de variações nos métodos, para a 

determinação de compostos fenólicos e para a avaliação da capacidade antioxidante, 

aumentaram consideravelmente.91 Para o estudo completo das propriedades antioxidantes 

dos resíduos de vinho é imprescindível a utilização de diversos métodos uma vez que não 

existe um único método capaz de proceder à determinação de todos os compostos 

antioxidantes presentes nesta complexa matriz.92, 93 De seguida, enumeram-se as 

vantagens e desvantagens de alguns dos métodos mais utilizados. 

Os métodos para a avaliação da capacidade antioxidante podem ser classificados 

em dois tipos, consoante o mecanismo de desativação dos radicais: ensaios baseados na 

transferência de átomos de hidrogénio (TAH) e ensaios baseados na transferência de 

eletrões (TE).90, 94 

Os ensaios TAH envolvem um sistema de reação competitiva, no qual o 

antioxidante e o substrato competem por radicais peroxilo produzidos termicamente 

através da decomposição de compostos azo.63, 94 Estes radicais têm a capacidade de retirar 

um hidrogénio ao substrato iniciando-se a peroxidação lipídica. Quanto maior a 

concentração de compostos antioxidante na amostra maior será a inibição desta 

peroxidação. Estes ensaios incluem o ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity), 

TRAP (Total Radical-trapping Antioxidant Parameter), TOSC (Total Oxidant 

Scavenging Capacity) e LDL Oxidation (Low Density Lipoprotein Oxidation). 94 

Os ensaios TE medem a capacidade que um composto antioxidante possui para 

reduzir um oxidante, que muda de cor assim que é reduzido. O grau de mudança de cor 

está correlacionado com a concentração de antioxidantes na amostra. Os ensaios baseados 
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em TE incluem FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), FC (Folin-Ciocalteu 

Reducing Capacity), ABTS (2,2′-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) 

radical cation) e DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl radical).94 Apesar dos ensaios de 

ABTS e de DPPH serem normalmente classificados na categoria TE, estes radicais podem 

ser neutralizados através de uma redução via TE assim como através do mecanismo da 

TAH.95 

1.2.1.1 Métodos baseados no mecanismo de TAH 

1.2.1.1.1 ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) 

Neste ensaio, ocorre a formação de radicais peroxilo que promovem a degradação 

oxidativa de uma molécula fluorescente, resultando na perda de fluorescência.63, 91 Os 

antioxidantes possuem a capacidade de proteger a molécula fluorescente e por isso a 

redução da fluorescência é inibida.63, 91 

 

Vantagens:94, 96, 97
 

 é um método automatizado e 

 pode ser adaptado à deteção tanto de antioxidantes hidrofílicos como hidrofóbicos, 

alterando a fonte de radicais e o solvente. 

Desvantagens: 91, 98, 99 

 é uma técnica extremamente sensível à temperatura;  

 tempo de análise muito longo e 

 os marcadores fluorescentes requerem a utilização de fluorímetros, que podem não 

estar disponíveis em alguns laboratórios. 

1.2.1.1.2 TRAP (Total Radical-trapping Antioxidant Parameter) 

A reação utilizada neste ensaio é semelhante à usada na técnica ORAC e foi 

introduzida para a determinação da capacidade antioxidante no plasma ou em soro 

humano.63, 100 Este método utiliza um sistema competitivo, no qual ocorre uma fase de 

latência (fase lag) induzida pela capacidade antioxidante do plasma para inibir a reação de 

peroxidação lipídica do substrato pelos radicais.63 Deste modo a duração da fase lag é 

proporcional à capacidade antioxidante.91 Para aumentar a sensibilidade, a sonda reage 

com os radicais peroxilo em baixas concentrações, dando origem a uma alteração 

espectroscópica acentuada entre a sonda nativa e oxidada.91 
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Vantagens: 91
 

 o método pode ser adaptado a qualquer sistema, processo fisiológico e a qualquer 

instrumentação prontamente disponível e 

 é sensível a todos os antioxidantes presentes na amostra. 

Desvantagens: 91 

 são usadas muitas variáveis dificultando a comparação dos resultados entre os 

laboratórios;  

 a capacidade antioxidante que contribui após a fase lag é totalmente ignorada, o 

que pode subestimar o valor da medição e 

 é uma técnica relativamente complexa, demorada e exige um elevado grau de 

conhecimento e experiência.  

1.2.1.1.3 TOSC (Total Oxidant Scavenging Capacity) 

Este método permite avaliar a capacidade antioxidante através de diferentes fontes 

de radicais, nomeadamente radicais hidroxilo, radicais peroxilo e peroxinitrito. O 

substrato α-cetoácido-γ-metilbutírico (KMBA) é oxidado pelos radicais livres e forma 

etileno. A formação do etileno é seguida através de uma análise por cromatografia gasosa 

(GC) e a capacidade antioxidante é tanto maior quanto maior a eficácia dos antioxidantes 

para inibirem a formação de etileno.91 

 

Vantagens: 101
 

 permite a quantificação da capacidade antioxidante de três oxidantes diferentes, 

nomeadamente, radicais hidroxilo, radicais peroxilo e peroxinitrito. 

Desvantagens: 91 

 é difícil de adaptar a análises de alto rendimento visto que requer múltiplas 

injeções de uma única amostra no equipamento de GC para medir a produção de 

etileno e  

 a comparação entre alimentos torna-se difícil devido aos múltiplos parâmetros 

envolvidos na cinética desta técnica. 

 

1.2.1.1.4 LDL Oxidation (Low Density Lipoprotein Oxidation) 

Nesta técnica, a lipoproteína de baixa densidade (LDL) é isolada a partir de 

amostras de sangue fresco e a sua oxidação é iniciada por um elemento de transição, tal 

como o Cu(II) ou por um composto azo hidrofílico AAPH (2,2'-azobis (2-amidinopropano) 
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dihidrocloreto).102, 103 A leitura da oxidação é efetuada através da formação de dienos 

conjugados e determinado a 234 nm, após separação por HLPC. Após várias leituras o 

resultado é expresso através da duração da fase lag, que corresponde à ausência de dienos 

conjugados devido à capacidade antioxidante.63 

 

Vantagens: 102
 

 a utilização de AAPH é relevante visto que produz uma boa correlação entre a 

oxidação do LDL e o valor ORAC. 

Desvantagens: 91 

 a utilização de Cu(II) não produz uma correlação eficaz entre a oxidação do LDL e 

o valor ORAC e 

 a LDL tem de ser isolada segundo uma regra padrão e devido à necessidade de se 

obter amostras de sangue de indivíduos diferentes, não é possível obter 

preparações equivalentes, logo, é um método pouco consistente e pouco 

reprodutível.  
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1.2.1.2 Métodos baseados no mecanismo de TE 

1.2.1.2.1 FRAP (Ferric reducing antioxidant power) 

O ensaio FRAP mede a capacidade dos antioxidantes reduzirem o complexo férrico 

2,4,6-tripiridil-s-triazina ao complexo ferroso de cor azul intenso em meio ácido.104-106 Os 

valores são calculados com base no aumento da absorvância a 593 nm.107 

 

Vantagens: 91, 108
 

 é uma técnica de alto rendimento e reprodutibilidade, especialmente utilizando um 

leitor de microplacas de 96 poços;  

 é uma técnica simples, rápida, económica, robusta e não exige equipamento 

especializado e 

 pode ser realizado utilizando métodos automatizados, semi-automáticos ou 

manuais. 

Desvantagens: 91, 99, 109-111 

 qualquer composto, mesmo sem propriedades antioxidantes, teoricamente pode 

reduzir o complexo férrico a complexo ferroso, contribuindo para o valor de FRAP 

e promovendo resultados falsos;  

 nem todos os antioxidantes reduzem o complexo férrico a uma taxa 

suficientemente rápida para permitir a sua medição dentro do período de 

observação (normalmente 4 minutos) e 

 esta técnica não deteta antioxidantes que atuam por transferência de átomos de 

hidrogénio, nomeadamente tióis tal como a glutationa e carotenóides. 

1.2.1.2.2 FC (Folin-Ciocalteu reducing capacity) 

Esta técnica baseia-se na quantificação dos compostos fenólicos, através da 

utilização do reagente de Folin (constituído por uma mistura dos ácidos fosfomolíbdico e 

fosfotúngstico).112 Na presença de agentes redutores (compostos fenólicos), este reagente é 

reduzido, formando complexos azuis que podem ser detetados a 750-765 nm. A 

intensidade de absorção é proporcional à quantidade total de compostos fenólicos.113 

Normalmente, o ácido gálico é utilizado como padrão de referência e os resultados são 

expressos em equivalentes de ácido gálico. Recentemente este ensaio foi proposto para a 

medição da capacidade antioxidante total, visto que alguns autores afirmam que o 

reagente de Folin não é específico para os compostos fenólicos, uma vez que pode ser 

reduzido por muitos compostos não fenólicos.91, 94, 113 
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Vantagens: 63, 67, 91, 114
 

 é um método prático e acessível, visto que o reagente está disponível 

comercialmente;  

 é útil na caracterização e padronização de amostras desde que as devidas 

limitações do método sejam controladas;  

 é um método reprodutível e encontra-se bastante normalizado e 

 a absorção do produto a um comprimento de onda longo minimiza interferências 

da matriz da amostra. 

Desvantagens: 91, 115-117 

 este método sofre interferência de diversas substâncias (compostos não fenólicos), 

que obriga à sua remoção ou consideração nos resultados. 

 não é possível avaliar a contribuição de compostos antioxidantes que não atuam 

através do mecanismo de TE e 

 esta técnica exige a realização em fase aquosa, visto que não é possível a sua 

aplicação em matrizes lipofílicas. 
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1.2.1.3 Métodos baseados no mecanismo de TE e TAH  

1.2.1.3.1 ABTS (2,2-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)) 

Neste ensaio, o composto ABTS é oxidado a radical catião ABTS por radicais 

peroxilos ou outros oxidantes. O radical catião ABTS, que é um composto intensamente 

colorido, é reduzido na presença de compostos antioxidantes. A capacidade antioxidante é 

avaliada através da redução da cor da reação. 118 Relativamente ao comprimento de onda 

de determinação, o cromóforo possui uma absorção máxima a 414, 645, 734 e 815 nm, no 

entanto é preferível a determinação a 734 nm. Os resultados são expressos em 

equivalentes de Trolox uma vez que este é normalmente utilizado como padrão de 

referência.63, 119, 120  

 

Vantagens: 27, 91, 121-126 

 é uma técnica simples;  

 o radical catião ABTS reage rapidamente com antioxidantes (no máximo 30 

minutos);  

 pode ser usada numa vasta gama de pH e permite estudar os efeitos deste nos 

mecanismos antioxidantes;  

 o radical ABTS não é afetado pela força iónica promovendo a sua solubilidade 

tanto em solventes orgânicos como aquosos, o que permite a determinação da 

capacidade antioxidante tanto em matrizes hidrofílicas como lipofílicas;  

 esta técnica pode ser automatizada e adaptada à metodologia de microplacas, de 

injeção em fluxo, e de fluxo interrompido e 

 o radical ABTS não é encontrado nos mamíferos e por isso representa uma fonte de 

radicais "não fisiológica". 

Desvantagens: 91, 127 

 o kit comercial é dispendioso pois o custo do reagente é aproximadamente nove 

vezes superior ao reagente utilizado na técnica ORAC;  

 algumas reações podem ser mais lentas e a utilização de um ponto final de curta 

duração (4 ou 6 minutos), pode ocasionar uma leitura antes da conclusão da 

reação e provocar resultados falsamente baixos e 

 necessita de preparação prévia (pelo menos 16h). 
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1.2.1.3.2 DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical) 

Este ensaio consiste na utilização do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH). 

Este composto é um dos poucos radicais orgânicos estáveis de azoto. Encontra-se 

disponível comercialmente e não existe a necessidade de ser produzido previamente, o que 

se verifica na técnica anterior. O radical é um cromóforo púrpura que através dos 

compostos antioxidantes é reduzido a hidrazina, que corresponde a uma cor amarelo 

pálido.128 A capacidade antioxidante pode ser determinada por medição do decréscimo da 

absorvância a comprimentos de onda na gama 515-528 nm129 ou por ressonância do spin 

eletrónico.130 

 

Vantagens: 91
 

 é um teste simples e rápido e 

 apenas exige um espectrofotómetro de ultravioleta-visível, o que explica o seu 

amplo uso na triagem da capacidade antioxidante. 

Desvantagens: 91, 131 

 a redução da cor da reação pode ser provocada pela reação de TAH ou TE, assim 

como através de outras reações não relacionadas;  

 as moléculas pequenas que possuem melhor acesso ao local de ligação do radical 

promovem um valor de capacidade antioxidante aparentemente superior com este 

teste;  

 o DPPH é um radical que não possui nenhuma semelhança com os radicais 

peroxilo altamente reativos envolvidos na peroxidação lipídica e antioxidantes que 

reagem rapidamente com os radicais peroxilo podem reagir lentamente com o 

DPPH ou até mesmo serem inertes.  
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1.2.2 Métodos instrumentais 

Para proceder à determinação dos compostos fenólicos assim como para avaliar a 

capacidade antioxidante, as técnicas instrumentais normalmente utilizadas são a 

espectrofotometria de ultravioleta-visível (UV-VIS), a cromatografia líquida de alta 

eficiência (HPLC) e a cromatografia gasosa (GC).23 

1.2.2.1 Espectrofotometria de ultravioleta-visível 

Os métodos espectrofotométricos são utilizados há cerca de 40 anos e continuam a 

desfrutar de grande popularidade graças às suas inúmeras vantagens.132, 133  

Especificamente, a espectrofotometria do ultravioleta (UV) e visível (VIS) (figura 

6), acoplada a outras técnicas ou de forma isolada, é um dos métodos mais utilizados para 

a quantificação de diversos tipos de analitos.23 Este método baseia-se na interação de uma 

solução com a radiação da zona do visível e/ou ultravioleta do espectro e na determinação 

da absorção/transmissão de radiação que ocorre.134 A concentração de uma determinada 

substância em solução corresponde à radiação absorvida ou transmitida e é interpretada 

através de um espectro que fornece a intensidade da radiação por comprimento de onda 

da fonte de luz.134 Para estimar a concentração, a intensidade obtida é comparada com a 

intensidade promovida por uma concentração conhecida da mesma substância. 

Atualmente, os espectrofotómetros utilizam detetores do tipo CCD (charge-coupled 

device) ou fotodíodos do tipo PDA (photodiode array) para substituir os 

fotomultiplicadores e fotodíodos dos espectrofotómetros convencionais.133 Graças à 

combinação de uma boa sensibilidade, alta velocidade de aquisição de espectros, baixo 

ruído, baixo custo e robustez, estes detetores trouxeram diversas vantagens e aumentaram 

ainda mais o interesse pelos métodos espectroscópicos.132 

 

Vantagens da espectrofotometria de UV-VIS:63, 64 

 método rápido;  

 fácil operação;  

 versátil;  

 envolve procedimentos simples;  

 possui grande exatidão e precisão;  

 fácil aquisição e disponibilidade da instrumentação e  

 baixo custo por determinação. 
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Desvantagens da espectrofotometria de UV-VIS: 133-135 

 difícil determinação de analitos em baixas concentrações;  

 a largura da banda obtida no espectro de UV-Visível torna a técnica não seletiva;  

 necessária uma preparação prévia específica da amostra para melhorar a 

seletividade e sensibilidade e 

 requer calibrações frequentes para manter a exatidão e precisão.  

 

 

Figura 6 - Espectrofotómetro de UV-VIS (adaptado de 45) 
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1.2.2.2 Cromatografia líquida de alta eficiência 

A cromatografia líquida de alta eficiência (figura 7) é um método instrumental de 

cromatografia em coluna geralmente utilizado para separar, identificar e quantificar 

compostos presentes numa mistura.136 

Este método utiliza uma coluna com uma fase móvel líquida onde é injetada uma 

amostra, e na qual os seus componentes são sucessivamente separados devido às suas 

diferentes interações com a fase estacionária da coluna. 

Este método acoplado à deteção por espectrofotometria de UV-VIS é de ampla 

aplicação e promove uma eficiente quantificação de compostos fenólicos.137 Neste caso, a 

espectrofotometria de UV-VIS é utilizada para detetar cada um dos componentes que 

chegam sucessivamente à célula de fluxo. A interpretação é efetuada com base num 

cromatograma que apresenta a área do pico de cada componente da amostra a diferentes 

tempos de retenção.138 A área do pico depende da absorção de cada composto a um 

determinado comprimento de onda. Esta absorção é proporcional à concentração (massa) 

do composto em causa e a sua quantificação é efetuada através da comparação com a 

respetiva solução padrão.137-139 

Os compostos fenólicos possuem uma boa absorção na região do ultravioleta mas 

não existe um único comprimento de onda ideal para todas as classes de compostos, visto 

que eles apresentam absorvância máxima em comprimentos de onda diferentes de acordo 

com a sua estrutura molecular.138 Assim sendo, os comprimentos de onda são escolhidos 

de modo a obter-se a melhor deteção global de todos os componentes.138, 140 

 

Vantagens da HPLC: 25, 138, 139 

 alta resolução;  

 alta sensibilidade;  

 alta eficiência;  

 alta reprodutibilidade e 

 podem ser utilizados diferentes tipos de detetores. 

 

Desvantagens da HPLC: 25, 137-139, 141 

 requer pessoal especializado;  

 método demorado, do ponto de vista do tempo necessário à preparação das 

amostras e soluções padrão;  

 eficaz na separação de monómeros, dímeros e trímeros, no entanto ainda existe 

dificuldade em separar estruturas oligoméricas mais complexas;  
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 existem diversas soluções padrão comercialmente disponíveis, no entanto, existem 

ainda bastantes que não são encontradas e 

 possui alto custo por análise. 

 

 

Figura 7 - Equipamento de HPLC (adaptado de 28) 
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1.2.2.3 Cromatografia gasosa 

A cromatografia gasosa (figura 8) é um método instrumental que possui a 

capacidade de separação dos componentes voláteis de uma mistura complexa.142 Este 

difere do método de HPLC pois utiliza uma fase móvel gasosa.142 

Relativamente à deteção e quantificação, a GC é frequentemente acoplada à 

espectrometria de massa, uma vez que permite a identificação de compostos com base em 

mais do que apenas os tempos de retenção.143 Além disso a espectrometria de massa é 

especialmente útil quando se trata de pequenas quantidades de amostra e quando é 

imprescindível uma alta sensibilidade do método.143 

 

Vantagens da GC: 114, 142 

 alto poder de resolução;  

 alta sensibilidade (superior ao método de HPLC);  

 requer quantidades mínimas de soluto;  

 é vantajosa para solutos que são termicamente instáveis ou possuem tempos de 

semi-vida curtos;  

 misturas de solutos ou impurezas são geralmente separados na coluna, e por isso 

não é necessário uma purificação prévia; 

 a variação de temperatura é muito mais facilmente efetuada num cromatógrafo do 

que através de outras técnicas e os extremos de temperatura e de pressão são 

alcançados mais rapidamente e 

 a GC, especificamente a de troca de iónica, pode ser um método extremamente 

sensível, preciso, exato, barato e versátil. 

 

Desvantagens da GC: 114, 142 

 limitada a amostras voláteis;  

 requer pessoal especializado;  

 pode existir alguma adsorção do soluto pelo suporte sólido da coluna, podendo 

afetar a sua retenção normal;  

 na determinação dos compostos voláteis a fase estacionária pode interferir, se 

através da pressão, esta se tornar igualmente volátil e 

 apesar do gás de arraste ser considerado inerte, podem ocorrer diversas interações 

entre o soluto e este gás.  
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Figura 8 - Equipamento de GC (adaptado de 95) 
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1.3 Espectroscopia de infravermelho próximo 

Além dos métodos mencionados anteriormente é possível proceder à utilização da 

técnica de espectroscopia de infravermelho próximo (NIR) para a quantificação das 

propriedades antioxidantes. 

A espectroscopia NIR é um método utilizado para análise qualitativa e 

quantitativa, que utiliza a zona do espectro eletromagnético compreendida entre os 

comprimentos de onda 750 e 2500 nm ou em termos de número de onda entre 10000 e 

4000 cm-1.23, 144 

Esta radiação foi descoberta por Herschel, um astrónomo e músico, através da 

medição da temperatura das zonas imediatamente seguintes à zona do espectro visível.144, 

145 Herschel denotou que na região subsequente à cor vermelha, proveniente da luz branca, 

a temperatura era superior. Mais tarde, esta zona viria a ser denominada de infravermelho 

próximo.144 A radiação do infravermelho é também composta por outras zonas, 

nomeadamente o infravermelho médio (MIR) e o infravermelho distante (FIR), no 

entanto vamos dar especial atenção ao NIR (figura 9). 

 

 

Figura 9 - Região NIR no espectro eletromagnético. 

 

Os átomos que estão envolvidos nas ligações covalentes das moléculas deslocam-se 

um em relação ao outro segundo uma frequência fundamental, que é definida pela força 

da ligação assim como pela massa de cada um dos átomos.144 Caso alguma energia seja 

transferida para a molécula, a sua frequência aumenta e pode provocar sobretons 

(overtones).144, 145 O aumento da frequência, por absorção da radiação nesta zona espetral, 

pode provocar o aumento da amplitude das vibrações e rotações das ligações covalentes 

dos grupos funcionais das moléculas.23 No entanto, isto apenas acontece caso o 

deslocamento dos átomos numa vibração provoque uma alteração no momento dipolar da 

molécula, ou seja, caso haja a mudança de dipolo.144, 146 Assim, a espectroscopia NIR 

permite registar os comprimentos de onda em que os aumentos de amplitude das 
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vibrações e rotações ocorrem, fornecendo um espectro que é específico da molécula em 

causa (fingerprint).147 

Para um determinado intervalo de comprimento de onda, algumas frequências são 

absorvidas, outras não são absorvidas e algumas são apenas parcialmente absorvidas.144 É 

este complexo mecanismo de absorção de energia a determinados comprimentos de onda 

que constitui o espectro de absorção de uma substância ou amostra.144 Propriedades 

químicas assim como físicas das amostras possuem diversas contribuições individuais, 

tornando o espectro NIR rico em informação.147 

As absorções na região NIR (figura 10) envolvem especificamente a contribuição de 

três diferentes mecanismos. Os sobretons, que derivam de frequências cerca de duas ou 

três vezes superiores às de uma transição fundamental, as bandas de combinação que 

ocorre quando são excitados simultaneamente dois estados vibracionais diferentes, e as 

transições eletrónicas de menor importância.144, 148 Pela avaliação das bandas do espectro, 

é possível determinar os grupos funcionais dos constituintes da amostra. As principais 

ligações covalentes que contribuem para o espectro NIR são C-H, N-H, O-H e S-H com 

contribuições dos grupos C=O e C=C. 144, 149 Esta técnica é especialmente útil na deteção de 

compostos com ligações a átomos de hidrogénio uma vez que os grupos com pelo menos 

uma ligação X-H, sendo X um heteroátomo, são os únicos capazes de gerar sobretons.150 

As absorções por ligações entre átomos mais pesados não são tão percetíveis na zona 

NIR.144 

Em amostras biológicas, as ligações C-H estão associadas ao conteúdo de gordura e 

hidratos de carbono, as ligações N-H ao conteúdo de proteína e as ligações O-H ao 

conteúdo de água.151  

A região NIR pode ser dividida na região I (800 a 1200 nm ou 12500-8500 cm–1), a 

região II (1200 a 1800 nm ou 8500-5500 cm–1) e a região III (1800 a 2500 nm ou 5500-

4000 cm–1). Os limites das três regiões não são rigorosos.152 Os principais grupos de 

interesse são o metilo, metileno e metino. O conjunto de hidrocarbonetos é determinado 

por dois pares de bandas fortes no primeiro sobretom e região de combinação (5900 a 

5500 cm-1 e 4350-4250 cm-1), predominantemente do metilo. Os hidrocarbonetos 

insaturados têm grupos C-H adjacentes a ligações duplas C=C. As vibrações C=C podem 

contribuir ligeiramente para as bandas de combinação e deslocar a absorção dos grupos C-

H para comprimentos de onda superiores devido ao efeito nucleofílico. O grupo funcional 

éster produz uma ligeira banda no espectro NIR apenas no segundo sobretom perto de 

4650 cm-1, que pode estar escondida devido aos efeitos de grupos C-H se estes estiverem 

presentes. O efeito dos grupos carbonilos na vizinhança da zona de absorção dos grupo C-
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H é muito significativo e as bandas dos grupos metileno e metilo são deslocadas para 

comprimentos de onda superiores. 

Os álcoois e os ácidos orgânicos contêm o grupo funcional O-H que é o segundo 

grupo principal depois do C-H no espectro NIR. As contribuições mais significativas são 

combinações e sobretons dos modos de vibração, que aparecem nas zonas 5250-4550 cm-1 

e 7200-6000 cm-1. Estas bandas são fortemente influenciadas na forma, posição e 

intensidade pelo efeito das pontes de hidrogénio que dispersam as gamas das frequências 

de absorção e reduzem a intensidade da absorvância. 

 

Figura 10 - Principais grupos funcionais que absorvem radiação na gama do 
infravermelho próximo (adaptado de 92) 

Os valores obtidos através do espectro NIR podem ser expressos em unidades de 

absorvância ou transmitância.153 Os picos do espectro na região NIR são largos e fracos,146 

e é essa característica que torna esta técnica valiosa. Enquanto nas regiões vizinhas, tal 

como a região ultravioleta, a região do visível e outras regiões do infravermelho, a região 

NIR não envolve transições e transmite bem a luz promovendo uma fraca absorção e 

tornando o espectro mais simples.152 Esta característica está na base da possibilidade de 

utilização de radiação deste tipo diretamente em amostras de diferentes tipos sem 

qualquer processamento (p.e. utilização em modo de refletância difusa para medição de 

sólidos, pastas ou géis). 

A quantidade de fatores que interferem com a análise NIR, tais como bandas de 

absorção provenientes da água, efeitos de dispersão, o ruído instrumental, a complexidade 

da amostra e da matriz e os efeitos ambientais, produzem um espectro complexo de difícil 

interpretação.154 Para tratar o espectro e ser possível extrair informação relevante é 

utilizada a quimiometria que processa a informação espectral através de métodos 
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matemáticos e estatísticos multivariados e com recurso a computação.154 Sem as 

ferramentas quimiométricas não seria possível obter informação qualitativa e quantitativa 

dos constituintes de uma amostra por NIR.145 No entanto, a eficiência dos métodos 

quantitativos está ainda dependente da qualidade das calibrações.155 

Os avanços da técnica NIR e a aplicação da quimiometria, simplificou a sua 

utilização e permitiu a sua ampla utilização em diversas indústrias.156, 157  

Visto que cada tipo de material representa uma combinação de átomos única, não 

existe a possibilidade de dois compostos produzirem exatamente o mesmo tipo de 

espectro infravermelho. Assim sendo a espectroscopia NIR é extremamente útil para 

análises qualitativas de diferentes tipos de material (p.e. para identificação).  

A espectroscopia NIR já foi aplicada em diversas áreas e está reportada na 

realização de diversos estudos relativos à vitivinicultura tais como, na determinação dos 

compostos voláteis do vinho 158 e compostos voláteis de vinhos envelhecidos em carvalho 

159, análise de rotina de mostos e vinhos25, avaliação dos parâmetros sensoriais das uvas 

160, determinação da glicose, etanol, ácidos orgânicos e glicerol 161, aminoácidos 162, 

minerais 163, compostos fenólicos totais 159, 164, 165, polímeros e taninos.166 

Após uma pesquisa exaustiva das aplicações da técnica NIR aos resíduos da 

indústria vitivinícola, apenas foi encontrado um trabalho no qual se procedeu à 

determinação do teor de flavonóides em grainhas e à localização da respetiva vinha.167 A 

inexistência de mais artigos demonstra que esta técnica é inovadora e pode trazer 

inúmeros benefícios à indústria vitivinícola devido à grande quantidade de resíduos 

produzidos anualmente. 

 

Vantagens da espectroscopia NIR 

O NIR é uma técnica que possui diversas vantagens em relação a outros métodos, o 

que tem vindo a promover um aumento da sua popularidade e consequentemente uma 

maior utilização por parte da comunidade científica. As vantagens são enunciadas 

seguidamente: 23, 144, 146, 152, 168-174 

 técnica não destrutiva e não invasiva; 

 sem necessidade de processamento da amostra ou apenas uma preparação 

prévia simples da amostra (o que torna esta técnica menos dispendiosa e 

demorada); 

 não requer reagentes e não produz resíduos (química verde); 

 pode ser aplicada a grande número de situações e diferentes áreas; 
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 a análise pode ser realizada a amostras em diversos estados, formas e 

espessura, nomeadamente amostras sólidas; 

 a análise pode ser executada in-situ; 

 é uma técnica rápida e excelente para análises de rotina; 

 permite medir propriedades físicas e químicas; 

 analisa simultaneamente uma ampla variedade de parâmetros, utilizando 

técnicas multivariadas; 

 possui uma precisão elevada e baixos custos de manutenção; 

 permite a utilização dos componentes óticos dos equipamentos de UV-VIS 

(o que a pode tornar menos dispendiosa) e 

 apresenta uma baixa seletividade; 

 

Desvantagens da espectroscopia NIR:175, 176 

 procedimentos de calibração que podem ser trabalhosos; 

 existe a necessidade de utilizar métodos multivariados para o tratamento 

dos dados;  

 o espectro pode ser afetado por mudanças das propriedades físicas e 

químicas do meio; 

 sensível a variações na composição da amostra (efeito de matriz); 

 variações espetrais causadas por fenómenos físicos e 

 baixa sensibilidade devido a baixos coeficientes de absorção. 
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1.4 Quimiometria 

A análise de dados é parte essencial na resolução de problemas.177 Durante 

bastante tempo, os dados foram apenas analisados através de métodos estatísticos 

univariados. No entanto, este tipo de análise é limitada pois apenas uma variável é medida 

sistematicamente para várias amostras.177 O desenvolvimento da ciência assim como a 

necessidade de extrair mais informação dos dados químicos e de tornar a resolução dos 

problemas químicos mais facilmente exequível levou ao desenvolvimento de novas 

ferramentas de análise, dando origem à Quimiometria.177 

Segundo a Sociedade Internacional de Quimiometria (ICS), “a Quimiometria é a 

ciência que relaciona medidas realizadas num sistema ou processo químico, obtendo 

informações sobre o estado do sistema através da aplicação de métodos matemáticos ou 

estatísticos”. 

A análise de dados através de métodos estatísticos multivariados permite a 

extração de uma quantidade muito maior de informação uma vez que estes métodos 

possuem a capacidade de correlacionar diversas variáveis simultaneamente.177 O 

desenvolvimento dos computadores exponenciou a sua utilização, pois aumentou a 

rapidez de análise.178 Bruce Kowalski propôs uma definição que traduz as vantagens desta 

ciência afirmando: “as ferramentas quimiométricas são veículos que podem auxiliar os 

químicos a se deslocarem mais eficientemente na direção de maior conhecimento”.179 

A quimiometria adquiriu notoriedade devido à capacidade de analisar uma 

enorme quantidade de dados e diversas variáveis.180 Ao tornar a análise de dados mais 

simples e acessível, promoveu um maior interesse pela técnica NIR.181 Isto verifica-se 

atualmente na aplicação desta técnica em diversas áreas.181 

A quimiometria permite tratar os dados amostrais e converte-los em informação 

útil através de vários processos. Pode ser feita uma análise descritiva/qualitativa através 

de métodos como a Análise de Componentes Principais (PCA) ou uma análise quantitativa 

através métodos tais como a Regressão por Componentes Principais (PCR) e os Mínimos 

Quadrados Parciais (PLS). Os dois últimos métodos permitem construir modelos de 

regressão para uma análise mais simples e eficiente das propriedades que se pretende 

determinar para o problema em questão.177 

Para aplicar convenientemente estas ferramentas quimiométricas é 

imprescindível conhece-las e ter noção da função de cada uma, para que seja possível 

obter as informações mais fidedignas.182 Se quimicamente a resposta não fizer sentido, o 

método quimiométrico foi mal aplicado ou mal planificado.182 
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1.4.1 Pré-processamento dos espectros NIR 

Antes de submeter os dados espectrais a este tipo de análise quantitativa e/ou 

qualitativa é imprescindível aplicar a priori uma etapa de pré-processamento dos 

dados.178 

O pré-processamento é uma etapa que introduz uma série de métodos corretivos 

que têm como função otimizar o conjunto dos dados com vista à análise pretendida.178, 183 

Isto é, os espectros obtidos através da espectroscopia NIR podem ser afetados por diversos 

fatores físicos, tais como a dispersão da radiação devido ao tamanho das partículas da 

amostra, variações no percurso ótico, variações no ângulo de contacto da sonda caso 

exista, entre outros.184 Estas interferências podem provocar ruídos nos espectros e 

distorções nas linhas de base, que levam a variações indesejáveis entre os espectros e 

dificultam a interpretação dos dados, uma vez que não estão relacionadas com o problema 

químico em questão.185 Assim sendo, antes da análise dos espectros é imprescindível 

eliminar ou diminuir estas interferências para que seja possível analisar as informações 

mais relevantes do ponto de vista químico e consequentemente obter resultados credíveis 

e de uma forma mais eficiente.178, 186 Quando o objetivo da análise é determinar 

propriedades físicas das amostras, estas interferências são normalmente vantajosas, pois 

permitem determinar por exemplo o tamanho das partículas da amostra, entre outras.187, 

188 

Os métodos de pré-processamento e a seleção dos comprimentos de onda devem 

ser cuidadosamente escolhidos para o objetivo que se pretende, para que informações 

espectrais relevantes não sejam removidas.186 

Existem diversos métodos de pré processamento e cada um promove diferentes 

transformações nos dados. Todos estes métodos pretendem simplificar a posterior 

construção dos modelos quimiométricos.178, 183 Os métodos mais aplicados são a Variação 

de Padrão Normal (SNV), a Correção Multiplicativa de Sinal (MSC) e métodos de 

derivação tal como o método de Savitzky-Golay.186, 189  

1.4.1.1 Método de Savitzky-Golay 

A derivação dos espectros é um pré-processamento que permite aumentar a 

resolução dos espectros e eliminar efeitos aditivos tais como variações não desejadas na 

linha de base.178 Esta operação consiste na derivação matemática de uma função, no qual a 

função é o espectro de uma amostra em vários comprimentos de onda.190 

Savitzky-Golay é um dos métodos de derivação mais utilizados e é conhecido por 

incluir uma etapa de aplicação de um filtro para redução de ruído de elevada frequência.178 
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Este método utiliza normalmente a primeira ou a segunda derivada do espectro original, 

que tem como objetivo melhorar a resolução dos picos para uma avaliação mais clara da 

informação existente nos espectros.190 A primeira derivada tem como função primordial 

corrigir variações (efeitos aditivos) que ocorrem na linha de base e proporciona um maior 

enfase aos picos existentes nos sinais originais.191, 192 A segunda derivada tem como função 

remover os efeitos aditivos da linha de base assim como a tendência linear, dando enfase 

às variações mais acentuadas e auxiliando na resolução dos picos (ou bandas) sobrepostos 

(figura 11).178, 193 

 

Figura 11 - Efeito da aplicação de derivadas a um espectro NIR (adaptado de 
178) 

 

No entanto, ao aplicar os métodos derivativos, é necessário ter conhecimento que 

além da amplificação do sinal, também o ruído presente no espectro original é 

amplificado.191 Assim, o método prevê antes de aplicar a derivação, uma etapa que reduz o 

ruído de elevada frequência existente nos espectros.178 A ideia subjacente dos métodos de 

suavização é selecionar uma janela do espectro com um determinado número de pontos e 

substituir o valor do ponto central pelo valor médio do intervalo dessa janela 

selecionada.178 O número de pontos definidos é representado pelo valor do tamanho do 

filtro e esta operação é aplicada a todos os pontos do espectro sequencialmente.178 Assim, 

o tamanho da janela influencia diretamente o resultado da aplicação do filtro (figura 

12).183 
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Figura 12 - Aplicação de uma janela de 7 pontos para redução do ruído num 
sinal (adaptado de 178). 

 

Apesar da simplicidade do funcionamento deste filtro, ele possui desvantagens 

quando aplicado a picos muito estreitos, visto que distorce o sinal analítico. Neste caso, 

quanto maior o valor da janela (número de pontos definidos), maior será a deformação do 

sinal.194 

O filtro de Savitzky-Golay é um dos métodos de redução de ruído mais utilizados e 

promove essencialmente o aumento da razão sinal-ruído.183, 190 Neste, um polinómio de 

baixo grau é ajustado aos pontos da janela através do método dos mínimos quadrados, 

permitindo recalcular o ponto central (figura 13). Esta operação torna este método menos 

sensível à dimensão da janela.183, 195 
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Figura 13 - Filtro de Savitzky-Golay (adaptado de 178). 

 

1.4.1.2 Correção multiplicativa de sinal (multiplicative scatter 

correction) 

A correção multiplicativa de sinal (MSC) é um pré-processamento utilizado quando 

existem variações multiplicativas nos espectros provocadas por fenómenos físicos 

indesejáveis, que podem ser fonte de variações na linha de base.183 Estes fenómenos 

incluem variações no percurso ótico ou efeitos de dispersão de luz que ocorrem devido a 

fatores como o tamanho da partícula, a rugosidade e opacidade da amostra.183, 185 É 

frequentemente utilizada em espectros medidos por refletância difusa, no qual a radiação 

incide diretamente na amostra, com o objetivo de remover apenas os efeitos que não 

trazem qualquer tipo de informação química sobre as amostras.183, 196 Esse método corrige 

principalmente a linha de base, para que os espectros correspondam o máximo possível a 

um espectro de referência, sendo este definido pela média do conjunto total de espectros. 

Deste modo, o coeficiente de dispersão da luz é igual para todos os comprimentos de onda 

em todas as amostras.196 Neste pré-processamento, os valores da absorvância de cada 

ponto do espectro da amostra a é corrigido subtraindo cada ponto do espectro dessa 

amostra pelo valor do coeficiente linear e dividindo este valor pelo coeficiente angular 

(equação 2).197 
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𝑥𝑐 (𝑎) =
(𝑥𝑎−𝑎)

𝑏
                (Eq.2) 

Na equação 2, 𝑥𝑐 (𝑎) é o valor corrigido da absorvância em cada ponto do espectro da 

amostra a, 𝑥𝑎 é o valor da absorvância em cada ponto do espectro dessa amostra e a e b 

são constantes estimadas a partir de uma regressão de mínimos quadrados, 

respetivamente o coeficiente linear e o coeficiente angular.183 

Para determinar o coeficiente angular e linear, é necessário proceder a uma 

regressão linear segundo a equação 3, na qual, �̅� é o espectro de referência obtido pela 

média de todos os espectros. 

𝑥(𝑎) =  𝑎 + 𝑏 × �̅�               (Eq.3) 

Na construção dos modelos de calibração, verifica-se que o método MSC reduz o 

número de variáveis necessárias, simplificando o modelo de calibração e aumentando a 

linearidade.185 

1.4.1.3 Variação de padrão normal (standard normal variate) 

A variação de padrão normal (SNV), tal como o MSC, realiza um ajuste nos 

espectros de modo a promover uma correção da dispersão da luz causada pela falta de 

homogeneidade das partículas da amostra, no entanto de forma distinta.185 A SNV permite 

uma correção individual de cada espectro de acordo com o respetivo resultado do desvio 

padrão. Este método permite centrar cada espectro em torno de zero, por subtração da 

média das leituras espectrais e divisão pelo desvio de padrão em todos os pontos do 

espectro. 

Embora seja semelhante ao método MSC, a determinação dos ajustes é distinta e 

neste caso não é utilizada a informação do conjunto total dos espectros (equação 4). 

𝑥𝑐 (𝑎) =  
(𝑥(𝑎)−𝑚(𝑎))

𝑆𝐷(𝑎)
                (Eq.4) 

Na equação 4, 𝑥𝑐 (𝑎) é o espectro corrigido da amostra a, 𝑥(𝑎) é o espectro da amostra a 

inicial , 𝑚(𝑎) é a média das leituras espectrais dessa amostra e 𝑆𝐷(𝑎) é o desvio padrão 

dessas mesmas leituras espectrais.198 

O SNV melhora a precisão de previsão mas não simplifica o modelo nem reduz as 

interferências sistemáticas e a influência da água.185 
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1.4.1.4 Correção ortogonal de sinal (orthogonal signal correction) 

Ao aplicar pré-processamentos aos espectros é normal que quando ocorra remoção 

de variação sistemática da matriz X (respostas instrumentais) seja simultaneamente 

removida informação da matriz Y (matriz dos parâmetros a serem determinados através 

do modelo). A correção ortogonal de sinal (OSC) distingue-se dos outros métodos pelo 

facto de ter em consideração a informação da matriz Y, removendo apenas a variação da 

matriz X que não está relacionada com a matriz Y.185, 199 Deste modo é possível realçar a 

informação mais relevante e construir modelos mais simples de interpretar. 

A OSC é normalmente utilizada como uma etapa de pré-processamento para 

melhorar a construção do modelo de calibração sendo que a sua principal vantagem é 

reduzir o número de variáveis latentes.200 Há diversas formas de cálculo para a correção 

de espectros através da OSC, no entanto o seu fundamento é o mesmo. Encontrar forma 

de ortogonalizar X em Y, ou seja, determinar toda a variância de X que não se relaciona 

com a matriz Y e remove-la antes da construção do modelo de calibração.201 
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1.4.2 Análise multivariada 

A utilização de métodos computacionais acoplados à quimiometria foi um dos 

fatores que permitiu uma crescente implementação deste tipo de análises. O recurso aos 

métodos computacionais permitiu desenvolver melhorias a nível da rapidez e facilidade de 

análise, assim como promover uma forma mais simples e organizada de aceder aos dados 

e resultados.196 Um dos programas computacionais mais utilizados é o Matlab 

(Mathworks, Natick, US) que tem como elemento básico a matriz dos dados obtidos, 

imprescindível para a construção de modelos de calibração.  

“A calibração é definida como o conjunto de procedimentos necessários para 

selecionar e correlacionar, por intermédio de meios empíricos, os dados obtidos por um 

instrumento junto com um método de referência, de modo a que o sinal do instrumento 

sob calibração indique, de uma forma precisa, qualquer variação ou propriedade física da 

amostra”, segundo Vieira.193 

Existem diversos fundamentos que é necessário ter em conta no momento da 

análise quimiométrica que podem ter bastante relevância para a construção de um bom 

modelo de calibração, nomeadamente:202 

- o grupo de calibração deve ser criteriosamente escolhido durante o próprio processo de 

calibração; 

- para obter resultados mais fidedignos as amostras devem ser analisadas por métodos de 

referência; 

- o grupo de calibração deve incluir amostras que provoquem grandes variações espectrais 

de modo a aumentar a gama de valores (p.e. de concentração) e deste modo obter um 

modelo mais robusto e 

- para a construção do modelo deve ser utilizado um determinado número de amostras 

que possibilite uma determinação estatística fidedigna da relação entre as variações 

espectrais e a concentração.203 

Existem diversos métodos quimiométricos utilizados na análise multivariada dos 

espectros que permitem uma interpretação do conjunto de dados. Alguns destes métodos 

envolvem um processo de análise qualitativa ou descritiva tal como o PCA, enquanto 

outros pretendem analisar quantitativamente a matriz de dados. Estes últimos são 

considerados métodos de calibração e previsão e têm como exemplo o método de PLS.181 

No caso do PCA, o objetivo é avaliar a variabilidade existente entre amostras sem 

que seja necessário utilizar as informações sobre a natureza das amostras.183, 194 
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No caso do PLS existe dependência da utilização de informações sobre a natureza 

das amostras, de modo a que seja desenvolvido um modelo fundamentado nas 

informações das propriedades das amostras.183, 194 

1.4.2.1 Análise de componentes principais (principal component 

analysis) 

 A PCA é um dos métodos quimiométricos mais utilizados.177 Este método, permite 

visualizar a estrutura da matriz de dados e encontrar semelhanças e discrepâncias entre 

amostras, detetar tendências, identificar amostras atípicas ou outliers (amostras que não 

se encaixam no modelo) e reduzir a dimensão do conjunto de dados.183 A redução da 

dimensão do conjunto de dados passa por representar os dados num novo sistema de 

eixos promovendo a visualização da natureza multivariada dos dados em poucas 

dimensões.204 Através da PCA, os espectros originais são reduzidos a um determinado 

número de fatores que expressam as variações principais destes espectros. De acordo com 

as variâncias observadas, a informação é organizada segundo conjuntos mais restritos de 

informação denominados componentes principais (CP). O primeiro CP é definido como o 

agrupamento que reúne os fatores com a maior quantidade possível de variância. O 

segundo componente principal é definido da mesma forma retirando-se apenas a 

variância já implícita no primeiro componente e assim sucessivamente.177 

Matematicamente, cada componente principal é constituído pela combinação linear das 

variáveis originais e pode ser definido pelo produto entre “loadings” (L) e “scores” (S). Os 

“loadings”, também denominados de pesos, representam os coeficientes dessa 

combinação linear e por isso a sua avaliação permite determinar quais as variáveis que 

mais contribuem para a geração dos “scores”. Os “scores” representam a projeção das 

amostras no espaço de menor dimensão definido pelos “loadings”.177 

O primeiro componente principal (CP1) é então definido como CP1=S1L1
T e 

corresponde à maior variância no espaço multivariado. R1=X - S1L1
T é o resíduo da matriz 

X, que representa toda a informação que existe no conjunto de dados exceto no CP1. O 

segundo componente principal é definido como CP2=S2L2
T, e é ortogonal à primeira 

componente principal. R2=R1-S2L2
T é o resíduo deixado pelo CP1 e pelo CP2.195 Os 

componentes subsequentes seguem o mesmo padrão sendo sempre ortogonais a todas elas 

e seguem sempre no sentido da maior variância. Deste modo é possível fazer uma 

interrupção na sequência dos componentes principais e manter um pequeno número 

destes uma vez que já correspondem a uma fração significativa da informação total 

contida no conjunto de dados.195 

Em suma, o método de PCA pode ser descrito através da equação 5: 
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𝑋 = 𝑆 × 𝐿𝑇 + 𝑅               (Eq.5) 

Na qual a matriz de dados 𝑋 pode ser definida pela soma dos componentes principais 

(𝑆 × 𝐿𝑇) com os resíduos (R), correspondente à informação não redundante.195 

O símbolo T sobrescrito é o operador que permite transpor a matriz dos Loadings. 

 

1.4.2.2 Mínimos quadrados parciais (partial least squares)  

A calibração multivariada tem como função estabelecer uma relação entre uma 

propriedade que pode ser medida com uma determinada propriedade de interesse através 

de modelos matemáticos. Ou seja, através deste tipo de calibração é possível estabelecer 

um modelo que permita determinar propriedades de amostras desconhecidas através do 

seu espectro.177 O método dos mínimos quadrados parciais (PLS) é precisamente um 

desses modelos de calibração multivariada que se baseia na utilização de variáveis 

latentes.205 É análogo ao método de PCA, no entanto, ao invés de utilizar apenas as 

informações espectrais das amostras (variáveis X), este método utiliza simultaneamente 

informações das respetivas amostras (variáveis Y) que podem ser por exemplo 

concentrações de analitos ou outro tipo de propriedades, inclusive qualitativas.204 Os 

espectros são organizados individualmente segundo uma matriz X, que possui os dados 

das variáveis independentes x, onde cada linha representa uma amostra e contém as 

respetivas respostas para cada comprimento de onda e uma matriz Y que representa as 

variáveis dependentes y e corresponde às concentrações medidas através do método de 

referência. Para estabelecer um modelo de regressão linear, as duas matrizes são 

correlacionadas através dos seus "scores".206 

Para cada matriz, obtém-se os seguintes modelos (equação 6 e 7): 

𝑋 =  𝑆𝑥𝐿𝑥
′ + 𝑅𝑥               (Eq.6) 

𝑌 =  𝑆𝑦𝐿𝑦
′ + 𝑅𝑦               (Eq.7) 

Onde S corresponde à matriz de “scores”, L aos “loadings”, e R aos erros ou falta de 

ajuste do modelo. 

A função primordial deste método é encontrar uma relação linear entre os “scores” 

dos blocos X e Y.207 No entanto, o ruído dos dados espectrais é independente do ruído dos 

dados de concentração, o que torna impossível encontrar uma relação perfeitamente 

linear. O PLS permite contornar este obstáculo e alcançar uma boa concordância, 

promovendo uma rotação dos componentes principais até que o ângulo destes seja igual a 

zero, o que provoca consequentemente uma alteração dos valores de “scores”. Devido a 
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esta rotação, os componentes principais passam a ser denominados de variáveis 

latentes.207 

A correlação entre os blocos X e Y pode ser definida para um determinado número 

“h” de variáveis latentes através de um coeficiente de regressão linear segundo a equação 

8: 

𝑆𝑦ℎ = 𝑏ℎ ×  𝑆𝑥ℎ                  (Eq.8) 

Na qual os valores de bh correspondem aos coeficientes de regressão linear entre a 

matriz de “scores” de Y e de X e podem ser agrupados numa matriz diagonal B. 

O número de variáveis latentes necessário para a calibração é definido através de 

um processo denominado de validação cruzada (“cross-validation”).177, 204 

A primeira variável latente descreve a máxima quantidade de variância das 

amostras e a matriz dos resíduos deverá conter apenas a variância não explicada associada 

ao ruído.204, 207 

Após a determinação do número de variáveis latentes e da construção do modelo 

de calibração, é possível prever a concentração de novas amostras 𝑌𝑛, através dos novos 

“scores” 𝑆𝑛, dos “loadings” da matriz Y e da matriz B dos coeficientes de regressão 

(equação 9). 

𝑌𝑛 = 𝑆𝑛 × 𝐿𝑦 × 𝐵                             (Eq.9) 

Estes métodos são bastante robustos uma vez que com a inclusão de novas 

amostras, os parâmetros do modelo de calibração mantém-se praticamente inalterados.196 

Hoje em dia, o método do PLS é uma ferramenta cada vez mais utilizada e 

extremamente útil pois pode ser empregue em diversas áreas tais como a físico-química, a 

química analítica, a química medicinal, a química ambiental e o controlo de processos 

industriais.202 

 

1.4.2.3 Calibração 

A calibração é o processo pelo qual é possível desenvolver um modelo que permita 

prever propriedades de interesse quando estas são medidas através de sistemas químicos 

tais como temperatura, espectros de infravermelho, pressão, fluxo, entre outros. Este 

processo correlaciona a medição instrumental obtida por estes sistemas com os valores de 

referência das propriedades de interesse e constrói um modelo de calibração no qual é 

possível estimar o valor de amostras desconhecidas de forma credível.  
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1.4.2.4 Validação 

Para a construção do modelo de calibração é indispensável a validação do mesmo, 

de modo a determinar a sua eficácia para efetuar previsões. Esta validação permite 

garantir que os valores obtidos para a variável dependente Y, através deste modelo, 

correspondam o máximo possível aos valores de concentração reais obtidos através dos 

métodos de referência. Para a realização deste procedimento é necessário prestar atenção 

a dois fatores, nomeadamente, ao número de variáveis latentes a ser utilizado no modelo e 

a deteção de outliers.204 

Uma das formas de validação baseia-se na divisão do conjunto de dados num 

conjunto de calibração e num conjunto de teste. O modelo de calibração é construído com 

as amostras do conjunto de calibração e a validação é efetuada com as restantes 

amostras.208 Após a sua construção, o modelo permite testar as amostras do conjunto de 

teste e comparar os resultados obtidos desta forma para a variável dependente Y com os 

respetivos valores reais obtidos experimentalmente. Esta comparação permite determinar 

a proximidade entre valores e estimar o erro que se pode obter ao utilizar este modelo de 

calibração para prever a concentração de amostras desconhecidas. Deste modo, a 

capacidade do modelo de calibração prever corretamente as concentrações é inversamente 

proporcional à magnitude do valor destes erros.208 

Os erros utilizados para avaliar a capacidade de previsão dos modelos de calibração 

construídos, assim como para a determinação do número de variáveis latentes a ser 

utilizados no modelo, são baseados no cálculo do valor da raiz quadrada do erro 

quadrático médio (RMSE ou “root mean squared error”). Este cálculo é definido segundo 

a equação 10. 

𝑅𝑀𝑆𝐸 = √∑ (𝑦𝑟𝑒𝑎𝑙,𝑖−𝑦𝑝𝑟𝑒𝑣,𝑖)
2𝑁

𝑖=1

𝑁
            (Eq.10) 

 Na equação 10, 𝑦𝑟𝑒𝑎𝑙 é o valor experimental da variável dependente para cada 

amostra, 𝑦𝑝𝑟𝑒𝑣 é o valor previsto pelo modelo de cada respetiva amostra e N o número 

total de amostras.209 

Da mesma forma, é possível calcular a raiz quadrada do erro quadrático médio de 

calibração (RMSEC) através da validação do conjunto de amostras utilizadas na 

construção do modelo, a raiz quadrada do erro quadrático médio de validação cruzada 

(RMSECV) através da validação cruzada das mesmas e a raiz quadrada do erro quadrático 

médio de previsão (RMSEP) através do teste posterior com amostras externas.209 
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A deteção de outliers é um passo extremamente importante pois para a construção 

de um bom modelo de calibração, é necessário assegurar que o grupo de amostras é 

homogéneo, e por isso as amostras que não se encaixam devem ser eliminadas.204 

1.4.2.4.1 Validação cruzada 

Para a determinação do número de variáveis latentes a utilizar no modelo, 

normalmente opta-se pelo método de validação cruzada.204 Esta é uma forma de validação 

que consiste na subdivisão do conjunto de dados em vários subconjuntos. Esta validação 

tem como objetivo utilizar um subconjunto de amostras para efetuar a calibração e as 

restantes amostras para fins de validação. Este procedimento é repetido sucessivamente 

com novos subconjuntos até que todos os subconjuntos tenham sido validados uma vez. 

Desta forma é possível utilizar as mesmas amostras para construir o modelo assim como 

para testá-lo. Existem diferentes formas de subdividir o conjunto de dados. Uma das 

formas mais utilizadas, especialmente quando a quantidade de amostras não é grande, é o 

método leave-one-out (uma amostra de fora) no qual cada subconjunto corresponde a 

uma única amostra. Neste caso, o processo de calibração utiliza todas as amostras exceto 

uma delas alternadamente, que entrará posteriormente na fase de validação do modelo 

aplicando sucessivamente um número crescente de variáveis latentes.210 Após as 

sucessivas validações, é calculado um erro médio para cada número de variáveis 

latentes.211 A validação cruzada é o método mais correto para definir o número de variáveis 

latentes a ser utilizado no modelo.211 Para isto é necessário avaliar o RMSECV 

correspondente a modelos com diferentes números de variáveis latentes e definir a partir 

de quantas, deixa de existir uma variação significativa neste valor (ou mesmo a verificação 

do aumento do erro).211 

Depois de definido o número mais adequado de variáveis latentes é possível 

construir o modelo de calibração final com todas as amostras. A avaliação da eficácia do 

modelo de previsão é executada através de amostras externas, que não participaram na 

calibração.211 O valor previsto para estas amostras é comparado com o seu valor real e o 

RMSEP é calculado de modo a determinar a concordância entre ambos os conjuntos de 

valores. 

Estes conjuntos de valores podem ser representados graficamente e quanto maior a 

concordância, maior é a proximidade dos valores à reta y=x. Assim, é possível utilizar o 

coeficiente de correlação ou coeficiente de determinação para avaliar o ajuste a esta reta.211 

  



 

55 

 

1.4.3 Processamento dos dados 

Antes da aplicação dos dados nos modelos PCA ou PLS os dados foram sujeitos à 

remoção da média de acordo com o procedimento de remoção da média (mean centring) e 

à auto-normalização dos dados (autoscale).189 

1.4.3.1 Remoção da média (mean centring) 

Cada variável possui informação com uma determinada intensidade absoluta. O 

objetivo da remoção da média é, tal como o nome indica, remover o valor dessa 

intensidade para que seja possível analisar apenas a variação dos dados em torno do valor 

médio e evitar que os pontos mais distantes do centro dos dados tenham mais influência 

que os mais próximos.183, 185, 212 A remoção da média é realizada através da subtração de 

cada elemento de cada coluna pela média de todos os elementos dessa coluna, sendo a 

coluna constituída pelo conjunto de amostras para uma determinada variável (equação 

11). O valor médio das amostras para todas as variáveis passa a ser igual a zero.185, 213 Desta 

forma, este procedimento permite a mudança do eixo das coordenadas para o centro dos 

dados.197 

𝑥𝑐𝑚 (𝑎) = 𝑋(𝑎) − �̅�             (Eq. 11) 

Na equação 11, 𝑥𝑐𝑚 (𝑎) é o valor centrado na média da amostra a de uma dada variável, 𝑋(𝑎) 

é o valor da amostra a dessa variável e �̅� é o valor médio do conjunto de todas as amostras 

dessa variável.214  

 

1.4.3.2 Auto-normalização (autoscale) 

A auto-normalização tem como objetivo reduzir a influência de variações 

indesejadas presentes no conjunto de dados, como acontece por exemplo nos casos em 

que os dados advêm de instrumentos diferentes ou quando são medidos em diferentes 

unidades.183, 188 

Além de remover o valor da intensidade absoluta de cada variável, a auto-

normalização, normaliza cada variável pela sua variância.183 Deste modo garante-se que, 

independentemente da escala, todas as variáveis são equivalentes em termos de 

magnitude e possuem a mesma contribuição para o modelo.177 

Este procedimento permite apresentar os resultados segundo uma escala definida e 

consistente, na qual, o valor médio de cada variável é zero e a variância é 1.177, 180, 183 

Este procedimento é definido segundo a equação 12. 
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𝑥𝑎𝑒 (𝑎) =
𝑋(𝑎)−�̅�

𝑆𝐷
            (Eq. 12) 

Na equação 12, 𝑥𝑎𝑒 (𝑎) é o valor normalizado de uma dada variável, 𝑋(𝑎) é o valor da 

amostra a dessa variável, �̅� é o valor médio do conjunto de todas as amostras dessa 

variável e 𝑆𝐷 é o desvio padrão do conjunto de todas as amostras dessa variável.183 

O desvio padrão é definido segundo a equação 13: 

𝑆𝐷 = √
∑ (𝑋𝑖,(𝑎)−�̅�)𝑛

𝑖=1

(𝑛−1)
             (Eq.13) 

No final todas as variáveis ficam com o mesmo peso, o que é bastante útil em 

métodos como o PCA ou o PLS.205  
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2 MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1 Reagentes e soluções 

Todos os produtos químicos utilizados têm elevada pureza e não houve 

necessidade de purificação. O radical catião 2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-ácido 

sulfónico) (ABTS), o ácido gálico e o Trolox (ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-

carboxílico) foram obtidos através da Fluka (Buchs, Suíça). O reagente de Folin-Ciocalteu, 

o persulfato de potássio, o acetato de sódio tri-hidratado foram obtidos através do Sigma-

Aldrich (St. Louis, MO, EUA), enquanto o carbonato de sódio deca-hidratado foi obtido 

através da Fluka (Buchs, Suíça). Para a preparação de todas as soluções foi utilizada água 

ultrapura do sistema Sartorius AriumPro (resistência >18.2 MΩ cm) e etanol absoluto P.A. 

Para a avaliação dos CFT dos extratos de bagaço, o reagente Folin-Ciocalteu  foi 

diluído 3:10 (v/v) em água e em Na2CO3·10H2O 24,3% (m/v), o que corresponde a 9% 

(m/v) de carbonato de sódio. As soluções de ácido gálico (100 mg/L) foram preparadas 

diariamente em água. Para a determinação da CAT, a solução de radical ABTS•+ foi 

preparada através da mistura de volumes iguais de uma solução stock de ABTS (7 mM em 

água) com 2,45 mM de persulfato de potássio. Esta mistura foi deixada em repouso 

durante 12 a 16 horas no escuro à temperatura ambiente. No dia da análise, cinco 

concentrações diferentes de ABTS•+ (entre 30 e 250 μM) foram preparadas em tampão de 

acetato (pH 4,6, 50 mM), com o objetivo de determinar a diluição da solução stock de 

ABTS•+ necessária para obter a concentração de radicais correspondente ao valor de 

absorção de 0,900±0,020 a 734 nm. As soluções de Trolox (1,0 mM) foram preparadas 

diariamente em solução etanólica a 50% (v/v), enquanto as soluções padrão (5,0 a 50,0 

μM) foram preparadas por diluição em água. 
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2.2 Resíduos de vinho 

Os resíduos (películas, grainhas e engaço) utilizados neste trabalho são 

provenientes do processo de vinificação de uvas tintas de diversas variedades, 

especificamente, “Touriga Nacional”, “Tinta Roriz”, “Alfrocheiro”, e “Jaen” da Quinta dos 

Carvalhais (Viseu, Portugal) e foram fornecidos pela empresa SOGRAPE S.A. em 

Setembro de 2013 (figura 14). 

 

Figura 14 – Resíduos (películas, grainhas e engaço) moídos 

Estes resíduos foram obtidos das uvas depois de desengaçadas, esmagadas, 

trituradas, maceradas e fermentadas por um período de 1 a 2 dias a 18-20°C (processo de 

vinificação vinho tinto). As amostras de bagaço foram transportadas para o laboratório 

nesse mesmo dia usando uma caixa de esferovite. Uma vez no laboratório, o bagaço foi 

seco ao ar à temperatura ambiente e exposto à luz para simular as condições de 

armazenamento em adegas. O tempo de armazenamento foi definido para 1 semana, 1 mês 

e 2 meses após a vinificação. Para avaliar a influência de cada componente do bagaço 

(películas, grainhas e engaço) nos valores de CFT e da CAT e de forma a garantir a 

variabilidade dos resultados, foram preparadas diferentes misturas de grainhas, películas 

e engaço de acordo com um delineamento experimental.215 

 As películas, as grainhas e o engaço foram separados manualmente e efetuaram-se 

as misturas pesando cada componente individualmente. De acordo com o tempo de 

armazenamento, as amostras de bagaço foram codificadas com as letras "A", "B" e "C", 

respetivamente para 1 semana, 1 mês e 2 meses (tabela 4, 5 e 6). Foram preparadas um 

total de 32 misturas para cada tempo de armazenamento. 
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Tabela 4 - Percentagem de grainhas, películas e hastes das amostras de 
bagaço (1 semana) 

 Composição do bagaço 
1 semana de 

armazenamento 
% de grainhas % de películas % de hastes 

1A 83 17 0 

2A 49 51 0 

3A 20 60 20 

4A 20 80 0 

5A 44 46 10 

6A 80 20 0 

7A 71 20 9 

8A 44 46 10 

9A 70 20 10 

10A 44 46 10 

11A 80 20 0 

12A 22 58 20 

13A 20 71 9 

14A 45 45 10 

15A 44 46 10 

16A 60 20 20 

17A 60 20 20 

18A 49 51 0 

19A 20 60 20 

20A 70 21 10 

21A 63 37 0 

22A 60 20 20 

23A 44 46 10 

24A 20 80 0 

25A 49 51 0 

26A 21 69 10 

27A 36 64 0 

28A 20 80 0 

29A 32 48 20 

30A 44 46 10 

31A 0 100 0 

32A 100 0 0 
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Tabela 5 - Percentagem de grainhas, películas e hastes das amostras de 
bagaço (1 mês) 

 Composição do bagaço 
1 mês de 

armazenamento 
% de grainhas % de películas % de hastes 

1B 80 20 0 

2B 48 52 0 

3B 14 51 35 

4B 42 58 0 

5B 31 38 32 

6B 82 18 0 

7B 52 19 29 

8B 32 18 50 

9B 44 14 42 

10B 59 35 6 

11B 50 13 38 

12B 14 54 32 

13B 35 45 21 

14B 27 30 43 

15B 30 40 31 

16B 70 17 13 

17B 69 20 11 

18B 64 36 0 

19B 43 46 11 

20B 80 13 7 

21B 68 32 0 

22B 51 37 11 

23B 54 39 7 

24B 44 56 0 

25B 60 40 0 

26B 13 61 25 

27B 48 52 0 

28B 14 66 20 

29B 48 41 11 

30B 28 48 24 

31B 0 100 0 

32B 100 0 0 
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Tabela 6 - Percentagem de grainhas, películas e hastes das amostras de 
bagaço (2 meses) 

 Composição do bagaço 
2 meses de 

armazenamento 
% de grainhas % de películas % de hastes 

1C 73 27 0 

2C 53 47 0 

3C 11 34 55 

4C 55 45 0 

5C 49 37 14 

6C 42 20 38 

7C 45 28 27 

8C 35 43 22 

9C 43 31 26 

10C 30 41 29 

11C 51 19 30 

12C 37 26 37 

13C 40 28 32 

14C 37 40 23 

15C 36 44 20 

16C 38 18 45 

17C 42 19 39 

18C 64 36 0 

19C 31 43 26 

20C 49 33 18 

21C 52 28 20 

22C 58 18 25 

23C 54 33 13 

24C 66 34 0 

25C 44 56 0 

26C 17 39 44 

27C 56 25 19 

28C 58 42 0 

29C 32 40 29 

30C 42 40 18 

31C 0 100 0 

32C 100 0 0 
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Neste trabalho foram adquiridos espectros NIR para misturas inteiras de bagaço 

(n=96) e para misturas moídas (n=96), de modo a avaliar a capacidade desta técnica para 

efetuar a caracterização físico-química dos resíduos inteiros assim como dos resíduos 

processados (figura 15). As misturas moídas foram obtidas após a moagem das misturas 

inteiras. 

 

Figura 15 - Procedimento experimental para a análise dos resíduos através da 
espectroscopia NIR. 

As análises para determinação dos CFT e da CAT foram realizadas em extratos de 

etanol/água (50/50, v/v). Para isso, 500 mg (de 1 semana de tempo de armazenamento) e 

350 mg (de 1 e 2 meses de tempo de armazenamento) de misturas de bagaço moídas 

foram extraídas com 20,0 mL de uma solução etanólica num agitador orbital (GFL, tipo 

3005) a 300 r.p.m. durante 180 minutos. Os resíduos de vinho foram moídos antes da 

extração de modo a reduzir o tamanho das partículas e aumentar o rendimento da 

extração fenólica e consequentemente a capacidade antioxidante.216 A razão líquido-sólido 

de 25 mg/mL para as amostras húmidas (1 semana) e de 17,5 mg/mL para as secas (1 e 2 

meses), esteve de acordo com outros trabalhos já realizados, que descrevem que a extração 

máxima de CFT utilizando etanol/água (50/50, v/v) foi obtida com 20 mg/mL.217 A 

quantidade de compostos fenólicos extraídos foi medida após 60, 120, 180, 240 e 300 

minutos de extração. O rendimento da extração após 180 minutos não foi estatisticamente 

diferente (p>0,05) dos determinados em momentos de extração mais longos (dados não 

mostrados). Devido a este facto, 180 minutos foi o tempo selecionado para a extração de 
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CFT das amostras de bagaço moídas, o que está de acordo com os resultados publicados 

por Lafka et al..216 Este procedimento de extração foi realizado em duplicado para todas a 

amostras de bagaço, em dois dias diferentes. Depois da extração, as amostras foram 

centrifugadas a 9200 g durante 2 minutos (Jouan BR4i Multifunction Centrifuge, Thermo 

Electronic) e a solução etanólica límpida foi diluída 100 vezes com água para a avaliação 

do CFT e da CAT. 

2.2.1 Compostos fenólicos totais dos extratos do bagaço 

O ensaio de Folin-Ciocalteu foi realizado numa plataforma de microplacas 

(Synergy HT, Bio-Tek Instruments) aplicando uma solução tampão de carbonato como 

reagente alcalino.218 Em cada poço da microplaca foi adicionado 150 μL de extrato diluído 

(1:100), 50 μL de reagente de Folin-Ciocalteu (3:10, v/v) e finalmente 100 μL de solução 

tampão de carbonato (9% (m/v)). A redução para pH alcalino dos sais de ácidos 

fosfotúngstico-fosfomolíbdico por compostos fenólicos dos extratos de bagaço foi 

monitorizada a 760 nm, a cada 10 minutos durante 120 minutos. Soluções de ácido gálico 

com concentrações entre 1,0 a 15,0 mg/L foram utilizadas como soluções padrão. A 

absorção intrínseca das amostras foi avaliada através da adição de 50 μL de HCl (0,6 M) 

em vez de reagente de Folin-Ciocalteu, enquanto o branco foi realizado através da adição 

de 150 μL de água em vez da solução padrão ou de amostra. A quantidade de CFT foi 

expressa como equivalentes de ácido gálico (g de ácido gálico/kg de bagaço) e 

determinada através do aumento da absorvância a 760 nm, do declive do ácido gálico, do 

volume da solução de extração (0,020 L) e da massa de amostra (entre 0,35 e 0,50 g) 

(equação 14). 

CFT = (
∆𝐴𝑏𝑠760𝑛𝑚

𝐷𝑒𝑐𝑙𝑖𝑣𝑒 𝑑𝑜 á𝑐𝑖𝑑𝑜 𝑔á𝑙𝑖𝑐𝑜
) × (

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒

𝑀𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎
)         (Eq.14) 

  

2.2.2 Capacidade antioxidante total dos extratos de bagaço  

A CAT foi determinada através da capacidade de cada amostra para reduzir o 

ABTS•+ utilizando uma plataforma de microplacas.218 Em cada poço da microplaca foi 

colocado 150 μL de extrato diluído (1:100) e com uma pipeta multicanal foi adicionado 

seguidamente 150 μL de solução de ABTS•+ em tampão acetato (pH 4,6, 50 mM). A 

diminuição da absorvância devido à redução do radical pelos compostos antioxidantes foi 

monitorizada a 734 nm de 30 em 30 minutos durante 5 horas. Soluções de Trolox com 

concentrações entre 5,0 a 50,0 μM foram utilizadas como soluções padrão. A estabilidade 
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do radical na monitorização da reação, que corresponde à absorvância do ABTS•+ na 

ausência de espécies antioxidantes, foi medida através da adição de 150 μL de água em vez 

de amostra. A absorção intrínseca das amostras foi avaliada através da adição de 150 μL de 

tampão de acetato (pH 4,6, 50 mM) em vez da solução de ABTS•+. Para todas as amostras, 

a absorção intrínseca não contribuiu significativamente para as determinações visto que 

os valores de absorvância foram inferiores a 0,005. Os resultados da CAT foram expressos 

em mM de Trolox/kg de amostra de bagaço, usando a equação 15. 

TAC = (
∆𝐴𝑏𝑠734𝑛𝑚

𝐼𝑛𝑐𝑙𝑖𝑛𝑎çã𝑜 𝑑𝑜 𝑇𝑟𝑜𝑙𝑜𝑥
) × (

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒

𝑀𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎
)          (Eq.15) 
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2.3 Aquisição espectral 

Os espectros das amostras de bagaço foram obtidos em modo de refletância difusa 

num espectrómetro de infravermelho próximo com transformada de Fourier (FTLA 2000, 

ABB, Québec, Canadá), equipado com um detetor InGaAs. A medição foi efetuada através 

de um acessório e esfera de integração acoplado ao equipamento (figura 16). 

 

Figura 16 - Equipamento NIR utilizado 

Cada espectro foi armazenado como sendo a média de 64 espectros com uma 

resolução de 8 cm-1 ao longo de um intervalo de números de onda entre 10000 e 4000 cm-

1. O equipamento foi controlado através do programa Bomen Grams (versão 7, ABB, 

Québec, Canada). Para a aquisição dos espectros, as amostras de bagaço foram 

introduzidas em frascos de borossilicato e posteriormente colocadas no acessório rotativo 

do espectrómetro, de modo a assegurar medições mais representativas e homogéneas 

(principalmente para as amostras inteiras). Analisou-se um total de 192 amostras, 

especificamente 96 inteiras e 96 moídas. A cada 2 horas foi efetuado um branco, 

utilizando um material de referência (Teflon). Obtiveram-se três espectros por cada 

amostra e a respetiva média foi utilizada para a análise posterior. Para remover as 

variações espectrais indesejadas provocadas por desvios da linha de base, efeitos de 

dispersão de luz, e variações de temperatura, efetuou-se um pré-processamento espectral 

através da aplicação de um filtro Savitzky-Golay (filtro de 15 pontos, polinómio de segunda 

ordem e primeira derivada), seguido da aplicação da SNV.219 O filtro de Savitzky-Golay e a 

primeira derivada foram aplicados a cada espectro. Posteriormente, os comprimentos de 

onda que não foram considerados na análise foram removidos e foi aplicado o método de 

SNV.178 

  



 

66 

 

2.4 Análise multivariada 

Os métodos selecionados para a análise de dados foram o PCA 220 e PLS.206 

A deteção de possíveis outliers foi realizada através da aplicação do método de PCA 

e com o auxílio das estatísticas Hotelling T2 e soma do quadrado dos resíduos. Os modelos 

relativos à composição do bagaço a nível da percentagem de películas e grainhas, da 

determinação dos CFT e da CAT, foram realizados através do método PLS. O algoritmo 

preferido foi o PLS1 que significa que foi realizado um modelo individual para cada 

parâmetro. Uma das alternativas seria utilizar o algoritmo PLS2, no qual seria efetuado 

um modelo para todos os parâmetros em conjunto.220 Para a construção do modelo 

através do método PLS, as 96 amostras disponíveis foram divididas aleatoriamente em 

dois conjuntos: um destinado à calibração do modelo que utilizou 70% das amostras (um 

total de 67 amostras) e o outro destinado ao teste independente que utilizou 30% das 

amostras (um total de 29 amostras). Após a divisão, o modelo de calibração dos espectros 

NIR foi analisado através do método de PCA. O conjunto de teste dos espectros foi 

analisado utilizando as estatísticas Hotelling T2 e soma do quadrado dos resíduos para 

garantir que todas as amostras do conjunto de teste estão cobertas pela variação presente 

nas amostras de calibração. Visto que os dados amostrais cobrem diferentes períodos de 

tempo de armazenamento, é indispensável que as amostras para validação e as amostras 

para calibração estejam na mesma proporção para cada um dos tempos.220 A matriz 

independente X (constituída pelos espectros) e a matriz dependente Y (constituída pelos 

parâmetros medidos através dos métodos de referência) foram centradas na média antes 

da aplicação do método de PLS. A otimização da calibração do modelo (tal como a seleção 

do melhor número de variáveis latentes) foi realizada através do método de validação 

cruzada (“random subset”) com um conjunto aleatório de oito divisões dos dados 

amostrais e 30 iterações.221 Após a seleção do número de variáveis latentes (RMSECV 

mínimo) o conjunto de teste foi analisado através do RMSEP, do R2
P e do RER. O 

coeficiente de correlação de Pearson foi calculado de modo a comparar os valores 

experimentais com as estimativas do conjunto de teste. Os modelos foram validados 

através do cálculo do coeficiente de correlação de Pearson e do parâmetro RER para o 

conjunto de teste, definida na equação 16. O parâmetro RER é um bom indicador para 

avaliar a eficácia do modelo preditivo, visto que permite relacionar a variação do 

componente de interesse do conjunto de teste com o respetivo RMSEP.222, 223 Valores de 

RER superiores a 10 unidades indicam que os modelos respondem adequadamente aos 

parâmetros em causa.223 
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RER = 
(ymax − ymin)

𝑅𝑀𝑆𝐸𝑃
             (Eq.16) 

Na equação 16, o ymax e ymin são os valores máximos e mínimos, respetivamente, de 

cada parâmetro utilizado na calibração. Para os espectros de amostras inteiras e para as 

moídas foram efetuados diferentes modelos de calibração PLS. 

Todos os cálculos foram realizados em Matlab versão R2009b (MathWorks, 

Natick, MA, EUA), com a PLS Toolbox versão 5.5.1 (Eigenvector Research, Inc., WA, 

EUA). 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1 Compostos fenólicos totais e capacidade antioxidante 

total do bagaço 

A determinação dos compostos fenólicos totais e a capacidade antioxidante total é 

o ponto de partida para a caracterização química de extratos de bagaço.5 Ambas as 

determinações foram efetuadas em extratos etanólicos do bagaço considerando diferentes 

tempos de armazenamento (tabela 7). 

 

Tabela 7 - Valores de CFT e CAT obtidos para os extratos de bagaço para 
diferentes tempos de armazenamento 

 CFT 
(g ácido gálico/kg de amostra) 

CAT 
(mmol Trolox/kg de amostra) 

Armazenamento Média±SD Min. Máx. Média±SD Min. Máx. 

1 semana 13.4±1.4 11.0 15.8 153±14 129 175 

1 mês 31.8±4.2 25.3 42.5 304±35 243 394 

2 meses 32.3±4.0 21.3 40.4 321±32 222 408 

Nota: SD corresponde ao desvio padrão 

 

Os CFT e a CAT das amostras de bagaço armazenadas durante 1 mês à temperatura 

ambiente foram considerados estatisticamente maiores do que as armazenadas durante 1 

semana (p<0,05) mas não podem ser considerados distintos das amostras armazenadas 

durante 2 meses (p>0,05). A diferença nos valores de CFT e CAT é explicado pela 

humidade elevada presente nas amostras com 1 semana de armazenamento. Para as 

amostras com 1 e 2 meses de armazenamento já não se verifica essa diferença. Assim, o 

rendimento da extração fenólica por massa de bagaço não aumenta em amostras com 

tempo de armazenamento superior a 1 mês à temperatura ambiente. Para as amostras de 

bagaço armazenadas durante 1 mês, o valor de CFT variou entre 25,3 e 42,5 g de ácido 

gálico/kg, enquanto o valor de CAT variou de 243 a 394 mmol Trolox/kg. Na literatura 

foram descritos valores semelhantes, nomeadamente 32,6 a 74,7 g de ácido gálico/kg e 193 

a 485 mmol Trolox/kg para o CFT e a CAT, respetivamente, para bagaço proveniente de 

variedades de uva produzidas no Brasil.224 Foram verificadas correlações positivas altas 

entre o valor de CFT e de CAT para 1 semana de armazenamento (R=0,963 e n=32), para 1 

mês (R=0,980 e n=32), para 2 meses (R=0,832 e n=32) e considerando todas as amostras 
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(R=0,987, n=96). Esta correlação também foi evidenciada por outros autores para o 

bagaço, películas e grainhas provenientes do processo de vinificação.224, 225 

A determinação de CFT foi efetuada para películas e grainhas individualmente e 

para misturas com uma proporção de 50% de películas e 50% de grainhas em cada 

período de armazenamento (figura 17). 

 

Figura 17 - Determinação dos CFT das grainhas, películas e da mistura de 
grainhas e películas em cada tempo de armazenamento. Os resultados 
correspondem à média ± o desvio padrão de duas análises realizadas em 
quadriplicado. As diferentes letras de cada tempo de armazenamento 
indicam diferenças significativas (p<0,05). As amostras das misturas de 
grainhas /películas usadas foi a 18A, 2B e a 2C para 1 semana, 1 mês e 2 
meses, respetivamente. 

 

Após 1 mês de armazenamento, a quantidade de CFT por kg de amostra, para todos 

os componentes de bagaço, aumentou quando comparada com o período de 

armazenamento de 1 semana. Entre 1 e 2 meses de armazenamento, o valor de CFT da 

película diminuiu de 27,0 ± 0,5 para 21,3 ± 0,3 g de ácido gálico/kg, enquanto o valor de 

CFT da grainha aumentou de 28,2 ± 0,3 para 40,4 ± 0,9 g de ácido gálico/kg. A 

diminuição dos CFT da película deve-se à oxidação das antocianinas predominantemente 

presentes neste componente do bagaço e o aumento dos CFT nas grainhas deve-se à sua 
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maior resistência aos processos de desidratação e de oxidação.225 Foram obtidos valores 

semelhantes para as misturas compostas por aproximadamente 50/50 % de películas e 

grainhas para os períodos de armazenamento de 1 e 2 meses (28,4 ± 0,5 e 27,2 ± 1,3 g de 

ácido gálico/kg, respetivamente). É possível concluir que as grainhas possuem uma maior 

quantidade de CFT por peso de amostra seca do que a película da uva. Após 2 meses de 

armazenamento, foi observada uma tendência semelhante a nível da CAT das grainhas, 

das películas e da mistura de ambas, respetivamente 408 ± 2, 222 ± 4, e 295 ± 13 mM 

Trolox/kg. Estes resultados estão de acordo com a literatura, que evidencia que extratos 

de grainhas da uva possuem maior quantidade de compostos fenólicos e uma maior 

capacidade antioxidante do que os extratos de película da uva.225, 226 Este facto deve-se à 

presença de maior quantidade de flavanol, ácido gálico e proantocianidinas da grainha. 

Outra justificação é o facto de que as grainhas são ricas em flavanóis esterificados com 

ácido gálico que possuem elevada capacidade antioxidante.33 Assim sendo é possível 

afirmar que os resíduos de bagaço, especialmente as grainhas, representam uma fonte 

rentável de compostos bioativos com potencial aplicação em outras indústrias. 
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3.2 Espectros NIR do bagaço  

Os modelos de PCA realizados com base nos espectros NIR das amostras inteiras e 

das moídas capturaram 99% da variância total em três componentes principais. Através da 

análise das estatísticas Hotelling T2 e soma do quadrado dos resíduos, foi possível 

confirmar a ausência de outliers.220 Assim sendo, todas as amostras foram consideradas 

nas análises posteriores. 

Os espectros das amostras de bagaço inteiras e moídas apresentaram diferenças 

substanciais entre os diferentes tempos de armazenamento, tal como esperado (figura 18a, 

b). Os espectros revelaram uma diminuição do sinal de absorvância ao longo do período 

de armazenamento devido à perda de água. Esta redução da absorvância pode ser 

observada na região 2 e 4 da figura 18a, b. 

 

Figura 18 – Exemplo de espectros NIR da mistura de grainhas, películas e 
hastes obtidos para as amostras de bagaço inteiras (a) e moídas (b) nos 
diferentes tempos de armazenamento: R1 (4800-4035cm-1), R2 (5385-
4800cm-1), R3 (6235-5385cm-1), R4 (7275-6235cm-1) e R5 (9975-7275cm-1). 
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3.3 Modelo da composição do bagaço e da respetiva 

capacidade antioxidante 

Antes da construção dos modelos de PLS para ambos os conjuntos de amostras, os 

espectros NIR foram divididos em regiões segundo os seguintes números de onda: 4800-

4035 (R1), 5385-4800 (R2), 6235-5385 (R3), 7275-6235 (R4), e 9975-7275cm-1 (R5). Esta 

divisão foi efetuada devido à localização das bandas de água (R2 e R4) que podem ter uma 

influência negativa sobre os modelos desenvolvidos.227 Nos espectros NIR, a informação 

relativa à parte química da amostra é capturada na região das bandas combinadas e do 

primeiro sobretom, R1 e R3, respetivamente. A informação relativa à parte física da 

amostra, tal como o tamanho das partículas ou a densidade, é capturada na região do 

segundo e terceiro sobretom, R5.228 Foram efetuados modelos de PLS considerando todas 

as regiões individualmente e todas as combinações possíveis entre as regiões e 

comparados de acordo com o RMSECV. Os melhores modelos, para avaliar os CFT e a 

CAT, foram obtidos utilizando a combinação das regiões R1 e R3. Este resultado foi obtido 

para as amostras inteiras e moídas. A região 5 proporcionou os melhores modelos para a 

determinação da quantidade de películas e grainhas da uva. As regiões 1 e 3 apresentam as 

contribuições de CH3, CH2, CH (aromático) (região das bandas combinadas) e CH3, CH 

(aromático), e SH (região do primeiro sobretom), respetivamente. A região 5 reflete as 

contribuições dos grupos RNH2, RNHR’, RCONH2, e RCONHR’ (região do segundo 

sobretom).229 

As tabelas 8 e 9 e as figuras 19 e 20 apresentam os resultados obtidos para os 

modelos PLS para as variáveis de CFT/CAT e quantidade de grainha/película, 

respetivamente. Os modelos PLS para as amostras moídas apresentaram melhores 

resultados quando comparados com os resultados obtidos para as amostras inteiras (tal 

como pode ser observado através do RMSEC, RMSECV, RMSEP, R2
P, e RER) para todos 

os parâmetros (CFT, CAT e percentagem de grainha e película) e utilizaram um menor 

número de variáveis latentes. Este facto pode ser explicado pela maior homogeneidade das 

amostras moídas. Apesar da utilização de um acessório de rotação para assegurar 

medições mais representativas e homogéneas das amostras de bagaço, os modelos PLS 

para as amostras inteiras tiveram sempre piores resultados do que os modelos 

equivalentes realizados para as amostras moídas como referido anteriormente. Os 

RMSECV dos modelos das amostras moídas foram aproximadamente 60 a 70% inferiores 

ao RMSECV obtido nos modelos para as amostras inteiras. 
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Tabela 8 - Resultados dos modelos de calibração obtidos para a CAT e os CFT 
das amostras de bagaço inteiras e moídas usando as regiões espectrais 6234-
5389 e 4806-4035 cm-1 

Bagaço  Parâmetros 
químicos 

Conjunto de calibração Conjunto de teste 
LV RMSEC RMSECV RMSEP R2

P RER 
 

Inteiras 

CAT (mmol 

Trolox/Kg de amostra) 

7 21.9 27.8 24.4 0.914 10.9 

CFT (g ácido 

gálico/Kg de amostra) 

7 2.98 3.79 2.52 0.928 10.1 

 

Moídas 

CAT (mmol 

Trolox/Kg de amostra) 

4 14.1 19.4 14.6 0.966 18.1 

CFT (g ácido 

gálico/Kg de amostra) 

4 1.77 2.37 2.12 0.956 14.8 

 

 

 

Tabela 9 - Resultados dos modelos de calibração obtidos para a determinação 
da composição das amostras de bagaço inteiras e moídas usando a região 
espectral 9975-7279 cm-1 

Bagaço  Composição Conjunto de calibração Conjunto de teste 
LV RMSEC RMSECV RMSEP R2

P RER 
 

Inteiras 
Grainhas (%) 4 5.75 6.97 7.20 0.885 13.9 

Películas (%) 5 5.92 8.44 7.00 0.885 14.3 

 
Moídas 

Grainhas (%) 3 4.58 5.05 5.67 0.936 15.7 

Películas (%) 5 3.94 5.18 5.35 0.914 15.0 
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Figura 19 - Comparação dos valores experimentais e valores previstos para a validação cruzada (●) e para o conjunto 
de teste (□) dos modelos das amostras inteiras para o CAT (a), CFT (b), conteúdo de grainhas (c) e películas (d).

a b

dc
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Figura 20 - Comparação dos valores experimentais e valores previstos pela validação cruzada (●) e para o conjunto de 
teste (□) dos modelos das amostras inteiras para a CAT (a), dos CFT (b) e do conteúdo de grainhas (c) e películas (d).

a b

dc
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Os conjuntos de teste foram projetados nos modelos desenvolvidos e 

demonstraram que estes respondem adequadamente a todos os parâmetros estudados nas 

amostras moídas e inteiras (valores de RER acima de 10 em todos os parâmetros). 

Obtiveram-se sempre melhores modelos de PLS para as amostras moídas. Assim os 

modelos PLS utilizando as amostras moídas apresentaram menor RMSEP, maior R2
P 

(variando de 0,91 a 0,97) e maior RER (variando de 14,8 a 18,1). Os valores de RER e de 

R2
P para os modelos das amostras inteiras variaram de 10,1 a 14,3 e de 0,88 a 0,93, 

respetivamente. Apesar dos modelos das amostras inteiras apresentarem resultados 

inferiores quando comparados com as amostras moídas, estes modelos promovem valores 

muito aceitáveis, demonstrando que a espectroscopia NIR pode ser aplicada a amostras 

inteiras para estimar de forma eficaz os CFT, a CAT e a quantidade de películas e grainhas 

sem que exista necessidade de processar as amostras. 

Para os valores dos CFT e da CAT, foram construídos modelos para cada tempo de 

armazenamento. Os resultados obtidos para as amostras moídas (tabela 10) comprovam 

que a técnica NIR tem a capacidade de prever os valores de CFT e da CAT apesar do baixo 

número de amostras (n=32, para cada modelo) e da baixa gama de valores de CFT e da 

CAT dentro do mesmo período de armazenamento. 

 

Tabela 10 - Resultados dos modelos de calibração obtidos nos três tempos de 
armazenamento, para a CAT e os CFT das amostras de bagaço moídas usando 
as regiões espectrais 6234-5389 e 4806-4035 cm-1 

Armazenamento  Parâmetros 
químicos 

Conjunto de 
calibração 

Conjunto de teste 

LV RMSEC RMSECV RMSEP R2
P RER 

 

1 semana 

CAT (mmol 

Trolox/Kg de amostra) 

5 6.92 8.26 5.42 0.815 7.19 

CFT (g ácido 

gálico/Kg de amostra) 

5 0.588 0.667 0.496 0.881 7.65 

 

1 mês 

CAT (mmol 

Trolox/Kg de amostra) 

5 11.2 15.8 11.5 0.963 12.9 

CFT (g ácido 

gálico/Kg de amostra) 

5 1.45 1.87 0.962 0.965 16.0 

 

2 meses 

CAT (mmol 

Trolox/Kg de amostra) 

5 8.99 14.7 12.1 0.915 14.7 

CFT (g ácido 

gálico/Kg de amostra) 

5 1.84 2.06 1.71 0.890 10.8 

 

Este problema é particularmente evidente nas amostras com 1 semana de 

armazenamento que possuem os menores valores de RER e a gama mais baixa de valores 

de CFT e da CAT. No caso das amostras inteiras, os modelos de calibração tiveram um 

desempenho inferior (dados não apresentados). 
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Os coeficientes de regressão foram analisados e comparados de modo a perceber 

quais os números de onda que têm maior contribuição para os modelos de calibração. Os 

números de onda que tiveram maior contribuição para a previsão dos valores de CFT e da 

TAC foram semelhantes (figura 21). 

 

 

Figura 21 - Coeficientes de regressão dos modelos PLS para os CFT e a CAT 
das amostras de bagaço moídas. 

Estes resultados eram os esperados visto que ambas as metodologias são sensíveis aos 

compostos fenólicos.228 Os comprimentos de onda que mais contribuem para ambos os 

modelos de calibração situam-se em torno de 6250-5750 e 4750-4250 cm-1. As absorções 

em torno dos 6030 e 6060 cm-1 estão relacionadas com a presença de taninos230 e de 

compostos aromáticos,167 respetivamente. Os taninos absorvem em torno de 4660 e 4360 

cm-1 230 e os flavonóides entre os 8000 e 6000 cm-1 231. Os vetores dos coeficientes de 

regressão obtidos para a determinação da quantidade de películas e grainhas em amostras 

inteiras e moídas também foram muito semelhantes. Como tal, apresenta-se apenas os 

vetores dos coeficientes de regressão para as amostras moídas na figura 22. A região com a 

maior influência para ambos os modelos situa-se entre 8750 e 7250 cm-1. Esta localização 

está relacionada com o alongamento C-H na região do segundo sobretom. No entanto são 

necessários mais estudos de modo a perceber e identificar os compostos presentes nos 

resíduos de bagaço responsáveis por estas contribuições. 
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Figura 22 - Coeficientes de regressão dos modelos PLS para a quantidade de 
grainhas e películas das amostras de bagaço moídas. 
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4 CONCLUSÃO 

Através deste estudo foi possível comprovar que a espectroscopia de infravermelho 

próximo, juntamente com o auxílio de ferramentas quimiométricas, é capaz de determinar 

de forma eficaz a quantidade de películas e grainhas, os compostos fenólicos totais e a 

capacidade antioxidante em resíduos vitivinícolas, com vista a potenciais aplicações 

industriais. 

Os resultados dos modelos de calibração obtidos, baseados em modelos de 

mínimos quadrados parciais, evidenciaram que amostras moídas apresentaram melhores 

resultados em termos dos parâmetros químicos atrás mencionados e na composição em 

grainhas e películas do que as amostras inteiras (não processadas). No entanto, as 

amostras inteiras proporcionaram valores muito aceitáveis, permitindo concluir que a 

espectroscopia NIR é eficaz na monitorização dos resíduos com ou sem o processamento 

da amostra. 

Através da divisão dos espectros foi possível concluir que diferentes zonas 

conferem diferentes informações sobre a caracterização físico-química dos resíduos. As 

regiões 4800-4035 e 6235-5385 cm-1, que não englobam a influência das bandas de água, 

são as mais adequadas para a avaliação dos CFT e da CAT e a região 9975-7275cm-1 é mais 

adequada para à caracterização física das amostras (p.e. a determinação da percentagem 

de grainhas e películas). 

Este método instrumental apresenta vantagens exclusivas na avaliação dos 

resíduos, em relação a outros métodos correntemente utilizados. Contrariamente aos 

métodos de referência, normalmente demorados e dispendiosos, a técnica de 

infravermelho próximo é simples, rápida, possui um baixo custo por análise, não requer 

reagentes, não produz resíduos e possibilita a análise de produtos in-situ sem 

processamento da amostra. Se integrado num processo industrial pode fornecer 

estimativas em tempo real sendo de estrema conveniência por exemplo para fazer um 

screening rápido deste tipo de materiais. Além destas vantagens, a técnica de 

infravermelho próximo demonstrou mais uma vez possuir a capacidade de analisar 

simultaneamente vários parâmetros físicos e químicos o que a torna extremamente útil 

para a análise destes resíduos. Assim é possível efetuar uma avaliação rápida dos resíduos 

de modo a obter uma noção prévia da sua composição antes das difíceis etapas de extração 

dos compostos antioxidantes. 
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5 PERSPETIVAS FUTURAS 

Em termos de perspetivas futuras são diversas as possibilidades onde a 

espectroscopia NIR poderá ter bastante utilidade. Relativamente à indústria vitivinícola, 

esta técnica poderá ser útil na determinação de compostos com elevado valor económico 

presentes nos resíduos e na avaliação do grau de pureza de compostos dos resíduos após a 

sua extração e separação. Tal como o armazenamento avaliado nesta dissertação, muitos 

outros fatores podem ser considerados de modo a estudar a variabilidade do 

comportamento dos resíduos tanto a nível físico como químico (p.e. influência do 

transporte na capacidade antioxidante dos resíduos). 

Do mesmo modo que foi aplicada aos resíduos vitivinícolas, esta técnica pode 

também ser aplicada ao estudo de outros resíduos agro-alimentares de modo a permitir o 

seu reaproveitamento que é, hoje em dia, uma preocupação crescente na nossa sociedade. 

Além dos resíduos, a espectroscopia NIR pode ser extremamente útil quando aplicada à 

alimentação humana e animal, à área da bioenergia, às análises agrícolas (p.e. plantas, 

solos, fertilizantes), entre outras. 

O facto da técnica NIR permitir avaliar eficazmente parâmetros relativos à 

composição química, propriedades físicas assim como características sensoriais, torna esta 

técnica uma alternativa bastante interessante para a determinação da qualidade de 

produtos e a sua autenticação. Desta forma, é também possível aplicar esta tecnologia a 

nível industrial, especificamente no controlo de processos de produção onde o screening 

rápido de produtos ou materiais seja essencial. 

As características da espectrometria permitem estender a avaliação da capacidade 

antioxidante às uvas in-situ e de forma não invasiva, visto que, neste caso pode ser 

utilizado um equipamento portátil que permite a sua portabilidade até ao local da vinha. 

Apesar da diferença entre a espectroscopia de infravermelho próximo e a 

espectroscopia Raman, ambas se enquadram no campo da espectroscopia vibracional com 

características muito similares, o que significa que esta última poderá ser também 

extremamente útil nas aplicações mencionadas anteriormente.  
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Texto redigido segundo o Acordo Ortográfico da Língua Portuguesa de 1990. 
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