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RESUMO

A indtstria vitivinicola é conhecida por produzir uma grande quantidade de
residuos sendo a sua eliminacao problematica, pois além de apresentarem toxicidade para
o0 meio ambiente, ndo existem muitas aplicacoes onde possam ser empregues. Contudo,
estes residuos sao ricos em compostos antioxidantes e a sua extracdo e reutilizacao
apresenta-se como uma boa alternativa. Como tal, é necessario desenvolver um método
rapido, simples e de baixo custo para a avaliacdo dos compostos antioxidantes presentes
nestes residuos. A espectroscopia de infravermelho proximo (NIR) apresenta todas estas
caracteristicas e além disso permite analisar varios parametros em simultdneo e ser
aplicada in-situ e de forma nao-destrutiva.

Este trabalho teve como objetivo a determinacgdo da capacidade antioxidante total
(CAT), compostos fenolicos totais (CFT) e composicao dos residuos vitivinicolas
(quantidade de grainhas e peliculas) em amostras inteiras e moidas utilizando a
espectroscopia NIR.

Foram construidos modelos baseados em espectros NIR de residuos com o auxilio
de ferramentas quimiométricas, nomeadamente o método dos minimos quadrados
parciais (PLS). O desempenho dos modelos para prever os parametros estudados foi
avaliado através do erro de calibracdo (RMSEC), do erro de validacao cruzada (RMSECV),
do erro de previsao (RMSEP), do coeficiente de determinacao de previsao (R2p), e do racio
do intervalo de valores sobre o erro (RER).

Os valores de R2p variaram entre 0,91 e 0,97 e os valores de RER variaram entre
14,7 e 18,1 considerando apenas as amostras moidas e os varios parametros modelados.
Para as amostras inteiras, os valores de R2p 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
parametros estudados, tanto nas amostras moidas como nas inteiras (valores de RER
acima de 10 para todos os parametros). No entanto, as amostras moidas apresentaram
melhores resultados pois obtiveram valores de R2p mais proximos de 1 e valores superiores
de RER. Em ambos os casos, foi demonstrado que a espectroscopia NIR tem a capacidade
de estimar os parametros estudados de forma eficaz (rapida e com baixo custo), sem que
seja necessario nenhum pré-processamento das amostras, sendo portanto este método

adequado para uma avaliacao rapida deste tipo de amostras em aplicacoes industriais.

Palavras-chave: Residuos vitivinicolas, Espectroscopia de infravermelho

proximo, 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 (R2p), and the range error ratio (RER).

Considering only milled samples, R2p 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, R2p 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 R2p 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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GLOSSARIO

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

ABTS - Radical 2,2’- azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)

ADN - Acido desoxirribonucleico

CAT - Capacidade antioxidante total

CCD - Charge-coupled device

CFT - Compostos fendlicos totais

CP - Componentes principais

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

FC - Capacidade redutora do Folin-Ciocalteu
FIR - Infravermelho distante

FRAP - Poder antioxidante de reducao férrica
GC - Cromatografia gasosa

H.O. - Per6xido de hidrogénio

HOre - Hidroxilo

HOCI - Acido hipocloroso

HPLC - Cromatografia liquida de alta eficiéncia
ICS - Sociedade Internacional de Quimiometria
KMBA - Substrato a-cetoacido-y-metilbutirico
L - Loadings

LDL - Lipoproteina de baixa densidade

LV - Variaveis latentes

MIR - Infravermelho médio

MSC - Correcao multiplicativa de sinal

NIR - Infravermelho préximo

NO¢ - Oxido nitrico

10, - Oxigénio singleto

O.*- - Superoxido

ONOQO:- - Peroxinitrito

Vi
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ORAC - Capacidade de absorcao de radicais de oxigénio

OSC - Correcao ortogonal de sinal

PCA - Analise de componentes principais

PCR - Regressao por componentes principais

PDA - Photodiode array

PLS - Minimos quadrados parciais

R - Residuos

R2p - Coeficiente de determinacao de previsao

RER - Récio do intervalo de valores sobre o erro

RMSEC - Raiz quadrada do erro quadratico médio de calibracao
RMSECYV - Raiz quadrada do erro quadratico médio de validacao cruzada
RMSEP - Raiz quadrada do erro quadratico médio de previsao
ROOQO¢ - Peroxilo

ROe - Alcoxilo

S - Scores

SNV - Variacao de padrao normal

TAH - Transferéncia de &tomos de hidrogénio

TE - Transferéncia de eletroes

TOSC - Capacidade antioxidante total

TRAP - Potencial reativo antioxidante total

UV-VIS - Ultravioleta-visivel

Vil
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OBJETIVOS

Esta Dissertacdo centrou-se no desenvolvimento de um procedimento para
determinacao rapida e a baixo custo da capacidade antioxidante de residuos da industria
vitivinicola, nomeadamente do bagaco, pela técnica de espectroscopia de infravermelho
proximo (NIR). A caracterizacao deste residuo agro-alimentar envolveu as seguintes
etapas principais:

- a determinacdo da quantidade de grainhas e peliculas, visto que cada um destes
constituintes possui diferentes tipos de compostos antioxidantes e influencia de forma
distinta as propriedades antioxidantes totais;

- a determinacdo dos compostos fenolicos totais (CFT) e da capacidade
antioxidante total (CAT) para discriminar as amostras de bagaco com niveis mais altos de
compostos antioxidantes (amostras com baixos niveis de compostos fenoélicos e poucas
propriedades antioxidantes nao possuem interesse a nivel da sua reutilizacdo e podem ser
imediatamente excluidas, evitando os demorados e dispendiosos procedimentos de
extracao);

- a avaliacao da técnica NIR foi efetuada utilizando amostras de bagaco inteiras e
moidas (n=96) considerando diferentes tempos de armazenamento (1 semana, 1 més e 2
meses) de forma a avaliar a viabilidade da técnica NIR nas amostras com (moidas) e sem
processamento (inteiras) e na definicdo do periodo de armazenamento mais adequado

para a posterior extracao dos compostos fenolicos.
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1 INTRODUCAO

1.1 Subprodutos da viticultura e suas possiveis aplicacoes
1.1.1 Vinho e o processo de vinificacao

A producao de vinho é uma das atividades mais antigas que se conhece, tendo
acompanhado a evolucao social, cultural e economica de diversas civilizacdes. Evidéncias
histéricas, tais como residuos de vinho encontrados em jarros de ceramica, indicam que
sua origem remonta possivelmente aos 6000 anos a.C. e continua a ter uma elevada
importancia em muitas culturas atualmente.!

A uva é uma das frutas mais cultivadas a nivel global, com uma colheita de cerca de
69 milhGes de toneladas por ano, segundo a Organizacao Internacional da Vinha e do
Vinho, dos quais 80% destinam-se a vinifica¢gdo.2¢ Desde 2009, a producao de vinho em
Portugal é em média cerca de 6,2 milhoes de hectolitros de vinho por ano, o que o coloca
entre os cinco maiores produtores de vinho da Europa,” 8 facto confirmado pelo
Observatdrio dos Mercados Agricolas e das Importagdes Agroalimentares no ano de 2011.
Esta industria é um dos setores com elevado impacto a nivel da exportacao nacional de

produtos agroalimentares.9

1.1.1.1 Viticultura

A viticultura é uma atividade agricola ligada ao cultivo da videira para fins de
producao de fruta fresca e/ou vinho. A videira é um arbusto que apresenta um ciclo
vegetativo de varias décadas e um aumento de producao ao longo dos anos.'° Tal como
outras plantas, utiliza a energia proveniente do sol para produzir actcares e oxigénio a
partir de di6xido de carbono e dgua durante o processo de fotossintese. Alguns destes
agucares sao usados nos processos metabolicos do sistema da planta, enquanto outros sao
armazenados nas raizes até ao periodo em que as uvas comecam a amadurecer. Nesta fase
os acticares migram até a uva tornando-a mais doce a medida que amadurece. A qualidade
da uva esta intimamente ligada aos niveis de acticares totais e como tal é muito importante
determinar os teores dos mesmos (° Brix).1°

Mais de 20 milhoes de hectares de videiras sao cultivadas em todo o mundo.
Existem mais de 50 espécies de videiras diferentes, sendo a Vitis vinifera a espécie mais
cultivada a nivel mundial especificamente para a producao de vinho. Esta espécie é nativa

da Europa onde predominam os climas temperados e possui centenas de variedades.



QUANTIFICACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE E COMPOSTOS FENOLICOS EM
RESIDUOS VITIVINICOLAS POR ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO PROXIMO

Espécies como a Vitis labrusca, tipicas dos Estados Unidos, sdo mais resistentes a doencas
e suportam climas mais frios do que a Vitis vinifera.'°

A selecio 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 periodo de crescimento, estao associados a diversos
problemas no desenvolvimento apropriado das videiras.’® As caracteristicas climaticas
desejaveis incluem uma boa exposi¢do ao sol, temperaturas de inverno amenas e auséncia
de geadas. E igualmente importante a presenca de grandes massas de 4gua proximo do
local de cultivo pois ajuda a moderar mudancas drasticas de temperatura. No entanto, o
clima mais apropriado depende da variedade de videira.°

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
sao bem desenvolvidos e saudéaveis. As condi¢oes de solo que permitem um
desenvolvimento adequado da videira sdo arejamento e boa drenagem do solo, textura
solta da terra e fertilidade moderada.t°

A articulacdo entre os fatores climaticos, as caracteristicas do solo, a espécie de
videira e o equilibrio da propria planta esta intrinsecamente ligada a qualidade da uva e

consequentemente a qualidade do vinho.°

1.1.1.2 Processo de vinificacao

A producao do vinho ou a vinificacao é o processo pelo qual a uva é transformada
em vinho e é constituida por diversas etapas, nomeadamente, vindima, separacdo do
engaco, esmagamento, maceracao, fermentacao, filtracdo e maturacao.

O primeiro passo da vinificacdo, a vindima, é a colheita das uvas. E conveniente
que as folhas se mantenham o mais verde possivel até ao periodo da vindima e que as uvas
tenham atingido a sua maturacao.

Apos a colheita dos cachos de uva, o engaco, constituido pela ramificaciao do bago,
é separado e rejeitado.

Posteriormente, segue-se o esmagamento que tem como objetivo romper a pelicula
da uva de modo a libertar todos os compostos presentes nesta e a iniciar o processo de
fermentacao.

Segue-se a maceracao, que é a operacao onde ocorre a imersao e o contacto do
sumo das uvas, também denominado de mosto (nesta fase), com a sua parte soélida,
nomeadamente as peliculas e grainhas. Esta etapa promove a extracao de compostos da
pelicula, polpa e grainha e a sua transferéncia para o mosto, que contribui em grande
escala para a cor, sabor e aroma do vinho. 2 Hoje em dia existem outros tipos de

3
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maceracao tal como a fermentacao carbonica, que consiste na colocaciao de uvas inteiras
num deposito com uma atmosfera saturada em CO.. Este procedimento aumenta a
permeabilidade da parede celular das células da pelicula e promove uma extracdo mais
eficaz de compostos fenolicos entre outros.!3

A fermentacao é passo seguinte onde os actcares da uva (principalmente a glicose
e a frutose) sdo transformados em &lcool etilico e di6xido de carbono, segundo a equacao
1: 10

CeH120¢ (agticares da uva) — 2C,H;OH (etanol) + 2CO, (di6xido de carbono) +

56kcal de energia calorifica

Nos vinhos tintos, a maceracdo e a fermentacdo alcodlica ocorrem
simultaneamente. Neste caso pode ser necessario efetuar remontagens para homogeneizar
a solucdo e maximizar a extracao, visto que devido a formacao de gas proveniente da
fermentacdo o bagaco tem tendéncia a concentrar-se na parte superior da cuba
diminuindo o contacto entre este e o mosto. A remontagem consiste na submersao do
bagaco no mosto ou na remocao do mosto pela parte inferior da cuba e a sua reinsercao na
parte superior da mesma.:2

Nos vinhos brancos a maceracao é inevitavel, no entanto o sumo das uvas é
imediatamente separado das peliculas e grainhas das uvas, e fermenta sozinho.3

Para que o processo de fermentacdo ocorra é necessario a presenca de leveduras,
uma vez que atuam como catalisadores da reacdo.’ Estas encontram-se normalmente
presentes nas uvas, no entanto pode ser necessaria a sua adi¢ao pelos en6logos.'*- 4 Uma
das espécies de levedura mais utilizadas na producdo de vinho é a Saccharomyces
cerevisiae.’> Além da presenca de leveduras para que o processo de fermentacao se inicie,
¢ importante dar especial atencdo a 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.s

Durante o processo de fermentacdo, ocorre a fermentacdo alcodlica e a
fermentacdo malolatica. A fermentacdo alcoolica é responsavel pela transformacao do
acucar em alcool e acaba quando todo o acdcar é transformado. *A fermentacao
malolatica ocorre apos a fermentacao alcodlica num processo em que as bactérias laticas
existentes no sumo das uvas transformam o acido malico aqui presente em acido latico,
diminuindo a acidez do vinho e consequentemente tornando-o mais suave a nivel

organolético.?”
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Apo6s a fermentacdo, o sumo das uvas € filtrado através de membranas com
determinada porosidade de modo a remover as impurezas soélidas que possui. Este
processo deve ser efetuado suavemente de modo a néo extrair os taninos mais amargos
presentes nas peliculas e grainhas. Os fatores que mais influenciam a eficacia da filtracao
sdo a pressao e a velocidade do fluxo da filtracao. Se a pressao for demasiado alta provoca
taxas de fluxo baixas o que leva a uma remocao excessiva de cor e sabor. A filtracao ideal
do vinho é caracterizada por baixa pressao, 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 determinacdo da quantidade de cor e sabor perdido, pois esta operacdo de
filtragem remove inevitavelmente cor e sabor ao vinho. Isto faz com que muitos vinhos
que nao sao filtrados sejam considerados de maior qualidade.® A microfiltracao é um dos
tipos de filtragdo mais utilizada na industria do vinho e ocorre através de uma membrana
semi-permeavel que separa particulas com dimensao inferior a 5um do vinho. Estes
limites sd3o bastante inferiores aos limites de filtracdo "estéreis", e apenas exige uma
pressdo muito baixa, normalmente de 5 a 15 psi. A ultrafiltracdo, outro tipo de filtracao,
utiliza membranas menos porosas e uma gama de pressao mais elevada, de 10 a 150 psi,
com o objetivo de separar moléculas de elevado peso molecular da solu¢do. A melhoria
continua deste tipo de filtros reduziu o tempo de limpeza e promoveu uma reducao
consideravel no custo do vinho.°

Apos a filtracdo, o vinho é incubado durante um determinado periodo de tempo de
modo a amadurecer calmamente e desenvolver todas as suas qualidades. Este processo
denomina-se maturagdo ou envelhecimento do vinho. A incuba¢do do vinho pode ser
efetuada numa pipa de madeira de dimensodes variaveis ou através de outros recipientes
especificos desenvolvidos recentemente com a evolucdo das técnicas vitivinicolas. A
utilizacdo da pipa de madeira deve-se ao facto de esta promover uma influéncia na
composicao quimica do vinho e ajudar a fortalecer a sua qualidade no que diz respeito ao
aroma, sabor e cor. Isto ocorre devido a diversas reacoes, nomeadamente, a extracao de
componentes da madeira e a sua transferéncia direta para o vinho, a decomposicao de
macromoléculas da madeira e reacoes entre os compostos da madeira e os compostos do
vinho.® Até hoje ja foram identificados mais de 200 componentes volateis na madeira de
carvalho. Os en6logos podem encontrar uma vasta literatura sobre estes componentes e o
seu respetivo efeito no sabor dos vinhos.*°

Desta forma, o recipiente selecionado para incubar o vinho depende das
caracteristicas que pretendemos englobar no sabor deste. Quando sao utilizados
recipientes a base de materiais diferentes da madeira, é possivel adicionar fragmentos de

madeira de carvalho para que o desenvolvimento das caracteristicas seja semelhante ao do
5
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envelhecimento na pipa de madeira.’9 Neste processo, devem ser efetuados testes
regularmente para avaliar a qualidade do vinho, visto que nesta etapa é possivel adaptar as
condicoes 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 maturacao depende da
estrutura deste vinho. Se o vinho for rico em polifenois, a fase de maturacao pode variar
entre os 12 a 18 meses. Se o vinho for pouco estruturado varia entre os 6 a 8 meses. Mas é
o enodlogo e as suas avaliaches que permitem realmente definir o pico maximo de

maturacao de um vinho.

1.1.1.3 Composicao dos vinhos

Existem diversos estudos recentes que associam o consumo moderado de vinho
com efeitos benéficos para a satude.2> 2t Os principais compostos responsaveis por este
efeito sdo os compostos antioxidantes (vdo ser discutidos numa secgdo posterior),
nomeadamente os compostos fenolicos, também denominados de polifendis.20 Estes
compostos desempenham também um papel muito importante na qualidade final do
vinho pois tém uma elevada influéncia nas caracteristicas organoléticas, principalmente a
nivel da cor, adstringéncia e amargor.$ 22

O conjunto de polifenéis do vinho ndo depende unicamente da presenca destes nas
uvas pois a composicao de ambos é quimicamente distinta.” Segundo varios estudos, os
compostos antioxidantes dos diversos tipos de uva dependem de fatores como o clima, os
niveis de CO. e a regido.22 Os compostos antioxidantes presentes nos vinhos sao
influenciados pelo tipo de uva utilizada, as praticas vitivinicolas, as diferentes técnicas
enologicas, o ano de colheita, o processo de vinificagdo, entre outros.8 23 De todas as
variaveis que influenciam a presenca dos polifendis nos vinhos, o processo de vinificagao é
o que tem mais influéncia.

Durante a maceracao e fermentacdo ocorre a transferéncia de polifendis da uva
para o vinho, assim como a formacdo de novos polifenéis devido ao contacto entre as
peliculas, grainhas e o sumo das uvas (figura 1).22 Neste processo, as uvas sao submetidas
a uma prolongada extracdo fornecendo ao vinho tinto um teor variavel de polifendis.5 O
contacto com a pelicula que é rica em antocianidinas proporciona ao vinho tinto a
expressao da sua cor final.24: 25

Os microrganismos envolvidos no processo fermentativo, também desempenham
um papel importante na composicao final do vinho, pois possuem a capacidade de
provocar oxidacdo ou a hidrélise dos componentes e assim provocar a alteracao dos

compostos antioxidantes presentes inicialmente nas uvas.22
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Figura 1 -Maceracao (adaptado de 2° e 27)

Os vinhos brancos nao possuem tantos polifenéis quando comparados com os
vinhos tintos, visto que nao existe contacto entre as peliculas, grainhas e o sumo de uva
durante a fermentacdo como referido anteriormente.” Este facto diminui as qualidades
benéficas do vinho branco para a saude, considerando também o seu alto contetido
alcoolico.”

Além das reagoes entre o vinho e a pipa de madeira, a maturacao é uma etapa onde
continuam a ocorrer reacoes quimicas entre os compostos do vinho, que conferem
consideraveis alteragdes na sua composicao, nomeadamente a nivel do tipo e quantidade
de polifenois.” Estas alteracoes vao desde a diminuicao da atividade antioxidante devido a
polimerizagao dos polifenois, ao aumento da atividade antioxidante devido ao processo de

aquecimento do vinho. 22
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1.1.2 Residuos da induastria vitivinicola

No decorrer do processo de vinificacdo, sao produzidas grandes quantidades de
residuos, nomeadamente o bagaco e o engaco. O bagaco da uva é composto

principalmente pelas peliculas e grainhas das uvas (figura 2a) enquanto o engaco é

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

Figura 2- a) bagaco e b) engaco (adaptado de 29 e 3°, respetivamente)

Os residuos vitivinicolas representam 20% a 25% do peso total da uva utilizado
neste processo, correspondendo a 9 milhoes de toneladas de residuos por ano
mundialmente (figura 3).3 4 28 31 Como tal, o seu armazenamento, transformacao e

eliminacao, apresentam problemas tanto em termos ecologicos como econémicos.24: 32 33

Figura 3 - Residuos da indtstria vitivinicola (adaptado de 34)
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Visto que o bagaco é um residuo proveniente do processo de vinificacdo, é
reconhecido por possuir igualmente um grande teor de polifenois,> 22 que podem ser
identificados como flavonoides e nao flavonodides. Os nao flavonoides incluem compostos
como os acidos fendlicos, os acidos hidroxicinAmicos, os estilbenos (tal como o
resveratrol) e fenois simples. Os flavonodides incluem compostos como os flavondis (tal
como a quercetina e o campferol), as antocianinas (tal como a malvidina), os flavanois (tal
como a catequina e epicatequina), e os seus produtos de condensacido poliméricos,
nomeadamente as proantocianidinas ou taninos condensados. 3 28 35 3¢ As antocianinas
sdo consideradas os compostos antioxidantes mais valiosos nos residuos da vinificacao das
uvas tintas e sdo responsaveis pela sua cor.25s Quando comparados com os residuos de uvas
brancas, apresentam uma abundancia vinte vezes superior.3 Além dos compostos
antioxidantes mencionados anteriormente, o bagaco é igualmente composto por
quantidades significativas de lipidos, proteinas, fibras dietéticas e minerais nao
digeriveis.28 O elevado teor de fibra dietética, nomeadamente glicanos, celulose e pectinas,
aumentam o valor nutritivo deste residuo com vista a sua utilizacdo numa ampla gama de
aplicagcOes como ingredientes alimentares.37 38

Os compostos antioxidantes presentes nas grainhas e peliculas da uva sao
diferentes (figura 4). Os principais compostos fenolicos das grainhas sao os acidos
fenolicos (nomeadamente o acido galico), os flavonois, as proantocianidinas, e o
resveratrol.2® Nas peliculas os principais compostos sdo os acidos hidroxicinamicos, os
flavonois (principalmente a quercetina), as antocianidinas e o resveratrol.23 28 39 As
catequinas e as proantocianidinas das peliculas e grainhas sdo os principais compostos
responsaveis pela adstringéncia e amargura do vinho.22 23 As grainhas apresentam na sua
composicao 13 a 19% de 6leo, rico em acidos gordos essenciais, cerca de 11% de proteinas e
60 a 70% de hidratos de carbono nao-digeriveis e antioxidantes.28 A composicdo das

peliculas compreende aproximadamente 6% de proteinas, 4% de acidos gordos, 13% de

celulose, 4% de residuo mineral, 54% de dgua, 9% de sacarose e 2% de flavonoides.39

Figura 4 - Peliculas e grainhas de uva (adaptado de 4° e 41, respetivamente)
9
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1.1.2.1 Recuperacao dos residuos vitivinicolas

Atualmente as aplicagGes industriais existentes para o processamento dos residuos
vitivinicolas tém como objetivo a extracdo de acido tartarico e a producdo de etanol. 42
Geralmente o residuo solido final é utilizado como fertilizante.43 Tem sido também
utilizado como aditivo na alimentacao animal, no entanto, a presenca de polimeros tal
como a lignina, reduz a digestibilidade pois inibe enzimas celuloliticas, proteoliticas e o
crescimento de bactérias no estobmago dos seres ruminantes, cuja presenca constitui parte
integrante do seu processo de digestao.2¢

Como se pode verificar, os residuos vitivinicolas apresentam um elevado teor de
compostos bioativos” e essa caracteristica despertou o interesse para a sua extracao e
reutilizacdo. 5 44 Desta forma, prevé-se que estes residuos possam ser uma futura fonte
rentavel de compostos antioxidantes naturais.32 Além das caracteristicas antioxidantes
benéficas para a satide, estes compostos podem constituir um papel importante no campo
da enologia pelo facto de serem responsaveis por caracteristicas organoléticas, tais como a
cor, o sabor e o aroma, como referido anteriormente.45

Como tal, as técnicas de extracao destes compostos tém sido intensamente
estudadas,> 3t 36. 44, 4648 yma vez que esta etapa é imprescindivel para posteriores
potenciais aplicacoes. Neste sentido, a melhoria das técnicas de extracdo podem permitir a
obtencao de elevadas quantidades de compostos bioativos, a diminuicao do tempo de
extracdao assim como uma baixa utilizacao de solventes organicos, de modo a aumentar a
sustentabilidade e a seguranca alimentar deste processo.5

Diversos solventes sdao usualmente utilizados na extracdo de compostos, tais como
o etanol, metanol, propanol, éter etilico e acetato de etilo.4% 49 A eficacia de um solvente
depende de fatores, tais como, a matriz do material em que se pretende efetuar a extracao
e a polaridade do proprio solvente.49 Quanto maior a polaridade do solvente, melhor é a
solubilidade dos compostos fenolicos.5© A extracdo é mais eficaz quando sdo utilizados
solventes a base de alcoois polares.4 Como tal, o etanol é dos solventes mais utilizados
pois além de promover uma extracao eficiente, é especialmente adequado quando esta tem
como fim a utilizacdo dos compostos na industria alimentar.5s* A adi¢cdo de 4gua a este
solvente melhora a sua taxa de extragdo.4> 5 A utilizacdo de acetato de etilo é também
adequada a posterior aplicacdo dos extratos a nivel alimentar.46 Devido a sua baixa
polaridade, este solvente extrai principalmente os polifenéis que sao facilmente
dissolvidos na fragao lipidica dos alimentos.4¢ Além disso, o ponto de ebulicdo baixo

facilita a sua remocao e reutilizacao.4¢

10
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1.1.3 Antioxidantes

Os antioxidantes podem ser definidos como um grupo de compostos que previnem
e retardam as reacgdes de oxidacdo embora ndo consigam reverter esse mesmo processo.52
54, Como tal, os compostos antioxidantes tém a capacidade de neutralizar os radicais livres
provenientes das reacoes de oxidacao pois conseguem ceder-lhes eletroes sem se tornarem
eles proprios radicais livres.5s Os radicais livres sao moléculas cuja estrutura quimica
apresenta um ou mais eletroes de valéncia desemparelhados, devido a acdo de uma cisao
homolitica que quebra as ligacdes covalentes e que torna estas espécies altamente
reativas.5s 5 De modo a promover a sua estabilidade, estas espécies tendem a captar um
eletrao de uma molécula estavel provocando a sua oxidacdo. Por sua vez, as espécies
oxidadas reagem inevitavelmente com outras moléculas estiveis e assim
consecutivamente, provocando uma reacao em cadeia.’” Se os radicais livres nao forem
inativados podem estar na origem da inibicao de enzimas metabolicamente importantes e
desencadear danos colaterais em biomoléculas como proteinas, hidratos de carbono,
lipidos e acidos nucleicos, comprometendo, deste modo, as fung¢des vitais no organismo.58-
62 Um exemplo é o dano na cadeia de ADN, que induz uma proliferacio de células
mutantes por clonagem da célula danificada e consecutivamente o aparecimento de
diversos tipos de cancro.4”-58 OQutro exemplo acontece com as moléculas de colesterol LDL,
que apos a sua oxidagao por radicais livres sao mais facilmente absorvidas por macréfagos
convertendo-se em "células de espuma”, tipicas da aterosclerose.58: 59

Com a evolucdo da Terra houve inevitavelmente um aumento gradual da
concentracao de oxigénio atmosférico até aos atuais 21%. Visto que o metabolismo dos
seres aerdbios nao estava adaptado a niveis elevados de oxigénio nas células (hiperoxia)
estes foram sofrendo cada vez mais a sua agressdo. 3% 28 Nos casos de hiperdxia, o O-
torna-se toxico para o ser humano devido a producido de uma elevada quantidade de
espécies reativas de oxigénio.® Estas espécies sdo os principais radicais livres presentes no
corpo humano e envolvidos nas reacoes de oxidagdo.6o 3. 64 As espécies reativas de
oxigénio englobam os radicais anido superdxido (0.*), o peroxilo (ROO*®), o alcoxilo
(RO*), o hidroxilo (HO®), o 6xido nitrico (NO*), o peroxinitrito (ONOO-) assim como
derivados nao radicais tais como o peroxido de hidrogénio (H.O.), o oxigénio singleto
(*O.) e o acido hipocloroso (HOCI).53: ¢4 O radical superoxido e o peroxido de hidrogénio
sao considerados as espécies menos reativas e o radical hidroxilo é considerado a espécie
mais reativa.%4 65

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

naturais ligados ao metabolismo celular do individuo ou através de fatores externos a que
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o individuo se predispoe.®> % Os mecanismos internos que estao na origem da producao
de radicais livres no organismo ocorrem como parte integral da homeostasia de processos
celulares e englobam a mitocondria, os peroxissomas, a xantina oxidase, a fagocitose,
produtos da cascata do 4cido araquidonico e de processos inflamatorios e a isquemia.s8: 62:
67 Os fatores externos incluem o exercicio fisico, a poluicao, radiacoes ionizantes, o ozono,
solventes organicos, pesticidas, drogas, dietas ricas em acidos gordos polinsaturados e
fumo do tabaco.%2 %4 68 Além das consequéncias no corpo humano, os radicais livres estao
também implicados na deterioragao oxidativa de produtos alimentares.%s

Alguns dos mecanismos internos mencionados mostram que os radicais livres
também possuem acOes benéficas e essenciais em diversas reacoes fisiologicas do
organismo,58: ¢ tal como uma participacdo ativa no mecanismo de defesa do corpo
humano.s8

Deste modo, a acdo prejudicial dos radicais livres resulta unicamente do
desequilibrio entre a razio da quantidade de compostos oxidantes e antioxidantes.53
Quando existe um maior nimero de compostos oxidantes presentes nas células afirma-se
que estas se encontram sob stress oxidativo.® ¢7 Assim sendo, quando a quantidade de
compostos antioxidantes nao é suficiente para suprimir a acao destas espécies reativas as
células sofrem os danos referidos anteriormente. Estes danos estao na origem de diversos
efeitos adversos no corpo humano tal como o envelhecimento, doencas cardiovasculares,
doencas neurodegenerativas e ao aparecimento de diversos cancros como ja
mencionado.4” %2 68 (s compostos antioxidantes sao por isso essenciais para o
organismo#” ®© e podem atuar através da inibicdo da formacdo de radicais livres, da
interrupcao da reacdo em cadeia, do sinergismo com outros compostos antioxidantes, da
conversao de hidroperoxidos em compostos estaveis, da inibicdo de enzimas pro-
oxidantes e da conversdo de metais pro-oxidantes em produtos estaveis através de agentes
quelantes de metais.52

Apesar destes compostos ja terem sido considerados anti-nutrientes, muitos
estudos comprovaram que as suas propriedades antioxidantes podem ter efeitos benéficos
na saide humana, nomeadamente na prevencao e tratamento do cancro assim como nas
doencas cardiovasculares e neurodegenerativas.4”- ¢9 O aumento do interesse na utilizacao
destes compostos, além das propriedades referidas anteriormente, advém da sua elevada
abundancia em alimentos vegetais, da sua seguranca alimentar e da baixa toxicidade no
organismo.47

A capacidade antioxidante dos compostos presentes nos alimentos e os
consequentes efeitos benéficos sao dificeis de estimar devido a quantidade, diversidade e

complexidade destes compostos e a interacao entre eles.> 7 Além disso, o processamento
12
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industrial e doméstico de alimentos assim como as reacoes bioldgicas no organismo apos o
seu consumo, estdo associados a transformacoes quimicas que podem alterar a

constituicao dos compostos antioxidantes.”

1.1.3.1 Tipos de compostos antioxidantes

Os compostos antioxidantes podem ser agrupados em compostos antioxidantes
endogenos e exdgenos.

Durante a evolucdo humana, o desenvolvimento de diversos mecanismos
endogenos preveniram a defesa do organismo contra o stress oxidativo e formacao de
radicais livres.®2 Os compostos antioxidantes endégenos proporcionam um equilibrio
entre compostos antioxidantes e radicais livres, no entanto, nao sao suficientes e é
imprescindivel para o organismo ingerir compostos antioxidantes externos de modo a

manter um nivel baixo de radicais livres.62 68

1.1.3.1.1 Compostos antioxidantes endogenos

Os compostos antioxidantes endogenos sao divididos em dois grandes grupos:
antioxidantes enziméticos e os antioxidantes nao enzimaticos. Os antioxidantes
enzimaticos sao normalmente subdivididos em primarios e secundarios consoante a
defesa que proporcionam.®2 Os compostos enzimaticos priméarios incluem a glutationa
peroxidase, a catalase e o superoxido dismutase. E os secundarios incluem a glutationa
redutase e a glucose-6-fosfato desidrogenase.®> O beneficio destes compostos para o
organismo pode ser demonstrado pela enzima catalase, cuja a¢do de apenas uma molécula
promove a conversao de 6 milhdes de moléculas de peroxido de hidrogénio em moléculas
de agua e oxigénio.®2

Relativamente aos compostos antioxidantes nao enzimaticos sao identificadas

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

1.1.3.1.2 Compostos antioxidantes ex6genos

Os antioxidantes exdgenos incluem diversos tipos de substiancias nomeadamente
vitaminas antioxidantes (especificamente a vitamina C e a vitamina E), carotendides,
compostos fenolicos e alguns oligoelementos.®4 70 7t Os compostos fenolicos ou polifenois
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.> 28 47 69 Estes compostos s3o extremamente

importantes no metabolismo das plantas pois estdo envolvidos no crescimento,
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reproducdo e protecao contra a radiacdo ultravioleta, 47 agentes patogénicos, parasitas e

predadores.®® Sao considerados metabolitos secundéarios das plantas e podem ser

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

chiquimico (figura 5).47- 69
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Alcalsides —— Taninos |
inddlicos e 5i Acido cindmico ) . Ornitina e lisina Isoprendides
o P | Protoﬂalcalmdes, L L hidrolisdveis o @sop
quinolinicos alcaldides,
isoquinolinicos e Alcaldides
benzilisoquino- tropanicos,

linicos @ Fenilpropansides

.Lignanas, ligninas
e cumarinas

pirrolidinicos,

pirrolizidinicos,
piperidinicos e
quinolizidinicos

.Terpenc’)ides e
esterois

@Condensacio

Acidos gordos
.acetogeninas

Figura 5 - Ciclo de producio dos metabolitos secundarios (adaptado de 72)

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

anéis aromaticos e podem estabelecer associacbes com outros compostos, tais como

grupos carboxilicos, acidos organicos, aminas e lipidos.> ¢ Atualmente sdo conhecidos

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

estrutura quimica e no qual os flavondides sdo o grupo mais relevante (tabela 1).47.69
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Tabela 1 - Principais classes de polifenois (adaptado de ¢9)

Classe Formula quimica basica | Estrutura basica
Fenois simples Cs O
OH
Benzoquinonas Cs G
Acidos fenoélicos Co-C, O
COOH
Acetofenonas Cs-C2 @
COCH,
Acidos fenilacéticos Co-Cs O
CH,-COOH
Acidos hidroxicinamicos Co-Cs @
CH=CH-COOH
Fenilpropenos Ce-C; ©~cnz—cn=cnz
Cumarinas, isocumarinas Cs-Csq mo @
Cromonas Cs-C;
Naftoquinonas Cs-Cy4 1":)
Xantonas Cs-Ci-Cs O ° |
Estilbenos Cs-C2-Cs O
"
Antraquinonas Ce-Co-Cs |°|
Flavonoides C6-C5-Co g
Lignanas (C6-C3)2 > <
Neolignanas (C6-C3)2 / i i \
Ligninas (Cs-C3)n
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A sua diferenciacdo resulta das suas estruturas quimicas e sao geralmente
agrupados em subclasses. 5 28

Os fenois simples e os flavonoides representam a grande maioria de compostos
presentes nas plantas e correspondem a compostos soltveis com capacidade de ligacao aos
componentes da parede celular.®® Os fenois simples pertencentes ao grupo com menor
peso molecular encontram-se vastamente distribuidos em diversos tipos de plantas.®

Os flavonodides sdo constituidos por 5000 compostos agrupados em 13 classes
diferentes e sdo considerados os compostos polifen6is mais abundantes na nossa dieta.” 28
47 Existem nas plantas e também em sementes, nozes, graos, especiarias e diferentes
plantas medicinais, assim como em bebidas, como o vinho, chd e cerveja em niveis
relativamente mais baixos.”3 Normalmente aparecem na forma de derivados de glicosideo
ou esporadicamente na forma de agliconas e contribuem para os tons de azul, parpura, e
laranja, em folhas, flores e frutos.64+ 69

A estrutura mais comum dos flavonoides é a difenilpropano (C¢-C5-Cs) e baseia-se
na ligacdo de dois anéis aromaticos através de trés carbonos que usualmente formam um
anel heterociclico oxigenado.®> 74 Os flavonoides incluem antioxidantes como as
antocianinas, flavonéis, flavanois, flavonas, flavanonas e flavonoides simples ou

polimerizados, como se pode observar na tabela 2.23.64
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Tabela 2 - Classificacao dos flavonoéides (adaptado de ¢9)

Classes dos Flavonoides Estrutura basica
Chalconas O O
N
0
Dihidrochalconas
0
Auronas ﬁ
CH— C
o] OCH,
Flavonas O
[+)
Flavonobis O
O | "OH
0
Dihidroflavonoéis O
O | 'OH
o]
Flavanonas O
o
Flavanois O
I | OH
Flavandiol ou leucoantocianidinas O
I | 'OH
OH
Antocianidinas O
O I OH
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Isoflavonodides

Biflavonoides

Proantocianidinas ou taninos
condensados

As flavonas, os flavondis e os seus glicosideos sao os flavonoides mais comuns
presentes na natureza em todas as espécies de plantas a excecao das algas e fungos.® Na
classe dos flavonois pode encontrar-se a quercetina, o campferol e a miricetina, que sao
predominantes em vegetais e frutas como a cebola, brocolos e maca.47 %9 As flavonas tal
como a apigenina, a luteolina e a crisina sdo maioritariamente encontradas em ervas
aromaticas’s e em graos de cereais.4 Os seus andlogos hidrogenados, as flavanonas,
nomeadamente a hesperetina e naringina encontram-se quase exclusivamente em frutas
citricas.47 6475

Os isoflavondides estao presentes principalmente em leguminosas como a soja,
feijao preto, feijao-verde e grao-de-bico. Alfafa, brotos e sementes de girassol também
contém este tipo de flavonéides.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 substancias
encontram-se amplamente distribuidas nas plantas e estdo em grande quantidade nas
folhas de cha.®4 Além disso, o grupo de flavanéis compreende também os seus produtos de
condensacao poliméricos, nomeadamente as proantocianidinas ou taninos condensados,
que estao normalmente presentes em macas, uvas, frutas vermelhas, didspiro, groselha
preta, sorgo e graos de cevada.®4 75 Os taninos sao 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.>* A grande variedade na estrutura
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destas moléculas deve-se as diversas possibilidades de ligacao oxidativa.4? Podem formar
complexos insoliveis com proteinas e hidratos de carbono, o que os torna responsavel
pela adstringéncia dos alimentos devido a sua acdo de precipitacdo das proteinas
salivares.47

As antocianidinas e os seus glicosideos (antocianinas) sao dos compostos mais
disseminados do reino das plantas.4> 76 Sao pigmentos vegetais soluveis em Aagua,
responsaveis pela cor das flores, frutas e plantas superiores.®

Todos os alimentos que utilizam plantas na sua elaboracdo ou que derivam de
sementes possuem flavonoides enquanto alimentos de origem animal ndo.7s A preparacao
e o processamento das frutas e legumes podem diminuir o contetido de flavondides em
50%.75 Os flavonoides sao conjugados no figado ou nos rins e excretados na bilis ou urina.
As bactérias presentes no colon dividem o anel heterociclico e degradam os flavonoides em
acidos fenolicos de modo a que possam ser absorvidos, excretados ou metabolizados por

estas bactérias.”s
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1.1.4 Aplicacoes

Atualmente os polifendis sao usados como matéria-prima para diversas aplicacoes
industriais tais como a producao de tintas, papéis, cosméticos, bronzeadores e aditivos
alimentares especificamente corantes e conservantes naturais.®® Alguns compostos
fenolicos, tal como os flavondides, podem ser também extremamente uteis no
desenvolvimento de anti-inflamatoérios, antibioticos, agentes anti-diarreicos, e em
medicamentos relacionados com o tratamento de doengas como a hipertensao, fragilidade
vascular, alergias, hipercolesterolemia, entre outras.73-77- 78

Os residuos provenientes do processamento de diversos produtos agro-
alimentares, como os residuos vitivinicolas, apresentam um impacto ambiental
extremamente negativo, quando depositados no meio ambiente uma vez que contém
substancias organicas com efeitos fitotoxicos que podem inibir a germinacao de diversas
plantas.3% 43. 46 O aumento da producao destes residuos aumentou a necessidade da sua
reciclagem, recuperacao e reutilizacao. 79 Assim sendo, no sentido de promover uma maior
sustentabilidade das industrias agro-alimentares, e diminuir a poluicdo ambiental, uma
das preocupacoes atuais é diminuir a quantidade destes residuos e promover a procura de
alternativas para a sua valorizagao.> 3¢ Atualmente os compostos sintéticos utilizados em
diversas industrias sdo cada vez mais rejeitados pelos consumidores, que exigem a sua
substituicdo por compostos naturais e seguros. A extracdo de compostos naturais de
subprodutos industriais, apresenta-se como uma alternativa muito interessante capaz de
promover um equilibrio sustentavel.3: 5. 36

O estudo e utilizacdo de compostos antioxidantes naturais tem suscitado um
enorme interesse em diversas areas, uma vez que sao considerados extremamente seguros
para a saide humana, ao contrario dos antioxidantes sintéticos utilizados na industria
alimentar que possuem efeitos indesejaveis, tais como toxicidade e carcinogenicidade.24 34
O aumento do interesse nestes compostos também tem sido influenciado por parte dos
consumidores, pois comeca a ser amplamente difundido uma relacao direta entre a dieta
realizada e o estado de satide dos mesmos.8° Deste modo, a producao de ingredientes e
alimentos funcionais, suplementos nutricionais e a fortificagdo de alimentos com
compostos antioxidantes naturais podem proporcionar uma maior ingestao destes
compostos com diversos efeitos benéficos e sio uma potencial alternativa para a utilizacao
de residuos e a minimizacao das suas quantidades.3- 4

Assim, a exploracdo de residuos ou subprodutos da industria agro-alimentar como
fonte de compostos antioxidantes naturais é um campo bastante promissor e com

expectativas de aumento sustentado.3 Existem ji bastantes referéncias a aplicacoes, em
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diversas areas, de compostos antioxidantes provenientes de diferentes tipos de residuo
(tabela 3).
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Tabela 3 - Aplicacoes dos polifendis provenientes de diversos tipos de residuos

Tipo de residuo  Compostos extraidos Exemplos de aplicacoes Ref.
Acido clorogénico, 4cido cafeico, - Producao de suplementos nutricionais (inddstria nutracéutica)
, acido galico e outros acidos - Aditivos para cosmética 818
Borras de café i - e . ,82
carboxilicos - Aditivos para estabilizacdio do aroma e conservacao de produtos
alimentares
Acido clorogénico, quercetina ~ . .
Bagaco de maca . 08 > d e ye s - Producao de alimentos funcionais 83
catequina, epicatequina e floridizina
Extrato de casca de Acido clorogénico, acido cafeico, - Aditivos para melhorar a estabilidade de produtos alimentares (retardar .
batata acido galico e acido protocatecuico | a oxidacao lipidica e estender o prazo de validade)
Acido clorogénico, acido cafeico . ~ . . ~ . .
. rOSenIco, . - Fortificacdo de alimentos (incorporacao em manteiga de amendoim)
Cascas de acido ferulico, 4cido coumarico, o . . L . 8= 86
. . o - Producao de ingredientes funcionais ou suplementos nutricionais 5,
amendoins catequina, proantocianidina e " 4 ~ .
- Aditivos para alimentacdo humana ou animal
resveratrol
Tirosol, hidroxitirosol, acido cafeico, | - Producao de energia
verbascosideo, secoiridoides e - Adubos organicos
Bagaco de flavonoides tais como apigenina, - Aditivos para alimentacao animal &
azeitonas luteolina e rutina - Producao de suplementos nutricionais (indudstria nutracéutica)
- Aplicacoes terapéuticas (atividade antioxidante, antimicrobiana e
anticancerigena)
Antocianinas, acido elagico, - Aplicacbes terapéuticas
Residuos de roma flavonois e flavonas - Aditivos para melhorar a palatabilidade e a estabilidade de produtos 29,88
alimentares
Acido elagico, acido galico, acido
Bagaco de arando clorogénico, acido p-cumarico e - Aplicacdo a induastria nutracéutica 89

acido p-hidroxibenzoico

Residuos de casca
de camarao

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

- Aditivos para estabilizacdo da cor

82
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1.2 Identificacao, caraterizacao e quantificacao de polifendis

A caracterizacao dos compostos antioxidantes é o primeiro passo para encontrar a
melhor forma de valorizar e reaproveitar estes residuos.24 O acesso a estas propriedades
permite estudar a composi¢ao dos residuos assim como determinar os que possuem uma
maior capacidade antioxidante.’© Os métodos de anéalise para os compostos antioxidantes
sdo definidos consoante o objetivo que se pretende determinar, uma vez que para
diferentes classes de compostos existem métodos especificos para a sua identificacao e/ou
quantificacdo.4” Isto deve-se a elevada quantidade destes compostos nas amostras e a
diversidade de estruturas quimicas. Como tal, é essencial que a caracterizacdo das

amostras seja efetuada através de métodos analiticos altamente especificos e sensiveis.5

1.2.1 Métodos por via humida

Atualmente, o numero de métodos e de variagbes nos métodos, para a
determinacao de compostos fenolicos e para a avaliacdo da capacidade antioxidante,
aumentaram consideravelmente.o Para o estudo completo das propriedades antioxidantes
dos residuos de vinho é imprescindivel a utilizacdo de diversos métodos uma vez que nao
existe um unico método capaz de proceder a determinacdo de todos os compostos
antioxidantes presentes nesta complexa matriz.9> 93 De seguida, enumeram-se as
vantagens e desvantagens de alguns dos métodos mais utilizados.

Os métodos para a avaliacdo da capacidade antioxidante podem ser classificados
em dois tipos, consoante o mecanismo de desativacdo dos radicais: ensaios baseados na
transferéncia de atomos de hidrogénio (TAH) e ensaios baseados na transferéncia de
eletrGes (TE).90. 94

Os ensaios TAH envolvem um sistema de reacdo competitiva, no qual o
antioxidante e o substrato competem por radicais peroxilo produzidos termicamente
através da decomposicao de compostos azo.%3: 94 Estes radicais tém a capacidade de retirar
um hidrogénio ao substrato iniciando-se a peroxidacao lipidica. Quanto maior a
concentracdo de compostos antioxidante na amostra maior serd a inibicdo desta
peroxidacao. 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 mudanca de cor

esta correlacionado com a concentracao 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).4 Apesar dos ensaios de
ABTS e de DPPH serem normalmente classificados na categoria TE, estes radicais podem
ser neutralizados através de uma reducao via TE assim como através do mecanismo da
TAH.%

1.2.1.1 Métodos baseados no mecanismo de TAH

1.2.1.1.1 ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity)

Neste ensaio, ocorre a formacao de radicais peroxilo que promovem a degradacao
oxidativa de uma molécula fluorescente, resultando na perda de fluorescéncia.®s 9 Os
antioxidantes possuem a capacidade de proteger a molécula fluorescente e por isso a
reducdo da fluorescéncia é inibida.®3 9
Vantagens:* * ¥

e ¢éum método automatizado e
e pode ser adaptado a detecdo tanto de antioxidantes hidrofilicos como hidrofébicos,
alterando a fonte de radicais e o solvente.
Desvantagens: * %%
e ¢éuma técnica extremamente sensivel a temperatura;
e tempo de analise muito longo e
e os marcadores fluorescentes requerem a utilizacao de fluorimetros, que podem nao

estar disponiveis em alguns laboratorios.

1.2.1.1.2 TRAP (Total Radical-trapping Antioxidant Parameter)

A reacgdo utilizada neste ensaio é semelhante a usada na técnica ORAC e foi
introduzida para a determinacdo da capacidade antioxidante no plasma ou em soro
humano.s 100 Este método utiliza um sistema competitivo, no qual ocorre uma fase de
laténcia (fase lag) induzida pela capacidade antioxidante do plasma para inibir a reacao de
peroxidacao lipidica do substrato pelos radicais.®3 Deste modo a duracao da fase lag é
proporcional a capacidade antioxidante.9* Para aumentar a sensibilidade, a sonda reage
com os radicais peroxilo em baixas concentracoes, dando origem a uma alteracao

espectroscopica acentuada entre a sonda nativa e oxidada.s:
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Vantagens: ™
e o0 método pode ser adaptado a qualquer sistema, processo fisiologico e a qualquer
instrumentacao prontamente disponivel e
e ésensivel a todos os antioxidantes presentes na amostra.
Desvantagens: *
e 530 usadas muitas variaveis dificultando a comparacao dos resultados entre os
laboratérios;
e a capacidade antioxidante que contribui apos a fase lag é totalmente ignorada, o
que pode subestimar o valor da medicao e
e ¢é uma técnica relativamente complexa, demorada e exige um elevado grau de

conhecimento e experiéncia.

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 a-cetodcido-y-metilbutirico (KMBA) é oxidado pelos radicais livres e forma
etileno. A formacao do etileno é seguida através de uma analise por cromatografia gasosa
(GC) e a capacidade antioxidante é tanto maior quanto maior a eficacia dos antioxidantes

para inibirem a formacao de etileno.9

Vantagens: '
e permite a quantificagdo da capacidade antioxidante de trés oxidantes diferentes,
nomeadamente, radicais hidroxilo, radicais peroxilo e peroxinitrito.
Desvantagens: ™
e ¢ dificil de adaptar a andlises de alto rendimento visto que requer miultiplas
injecoes de uma tnica amostra no equipamento de GC para medir a producao de
etileno e
e a comparacao entre alimentos torna-se dificil devido aos multiplos parametros

envolvidos na cinética desta técnica.

1.2.1.1.4 LDL Oxidation (Low Density Lipoprotein Oxidation)

Nesta técnica, a lipoproteina de baixa densidade (LDL) é isolada a partir de
amostras de sangue fresco e a sua oxidacao ¢ iniciada por um elemento de transicao, tal

como o Cu(II) ou por um composto azo hidrofilico AAPH (2,2'-azobis (2-amidinopropano)
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dihidrocloreto).x02: 103 A leitura da oxidacdo é efetuada através da formacdo de dienos
conjugados e determinado a 234 nm, apos separacao por HLPC. Apoés varias leituras o
resultado é expresso através da duracao da fase lag, que corresponde a auséncia de dienos

conjugados devido a capacidade antioxidante.®s

Vantagens: '
e a utilizacdo de AAPH é relevante visto que produz uma boa correlacdo entre a
oxidacao do LDL e o valor ORAC.
Desvantagens:
e a utilizacao de Cu(II) ndo produz uma correlacao eficaz entre a oxidacdo do LDL e
o valor ORAC e
e a LDL tem de ser isolada segundo uma regra padrao e devido a necessidade de se
obter amostras de sangue de individuos diferentes, ndo é possivel obter
preparagoes equivalentes, logo, é um método pouco consistente e pouco

reprodutivel.
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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 acido.04-106 Os
valores sao calculados com base no aumento da absorvancia a 593 nm.°7
Vantagens: *"'%®

e éuma técnica de alto rendimento e reprodutibilidade, especialmente utilizando um
leitor de microplacas de 96 pocos;
e ¢ uma técnica simples, rapida, econdmica, robusta e nao exige equipamento

especializado e

e pode ser realizado utilizando métodos automatizados, semi-automéaticos ou
manuais.

Desvantagens: *" % 10!

e 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;

e nem todos os antioxidantes reduzem o complexo férrico a uma taxa
suficientemente rapida para permitir a sua medicdo dentro do periodo de
observacao (normalmente 4 minutos) e

e esta técnica nao deteta antioxidantes que atuam por transferéncia de 4tomos de

hidrogénio, nomeadamente tidis tal como a glutationa e carotenoides.

1.2.1.2.2 FC (Folin-Ciocalteu reducing capacity)

Esta técnica baseia-se na quantificacio dos compostos fenolicos, através da
utilizagdo do reagente de Folin (constituido por uma mistura dos 4cidos fosfomolibdico e
fosfotiingstico).2 Na presenca de agentes redutores (compostos fenélicos), este reagente é
reduzido, formando complexos azuis que podem ser detetados a 750-765 nm. A
intensidade de absorcao é proporcional a quantidade total de compostos fenolicos.3
Normalmente, o acido galico ¢ utilizado como padrao de referéncia e os resultados sao
expressos em equivalentes de acido galico. Recentemente este ensaio foi proposto para a
medicdo da capacidade antioxidante total, visto que alguns autores afirmam que o
reagente de Folin nao é especifico para os compostos fenolicos, uma vez que pode ser

reduzido por muitos compostos nao fenolicos.9% 94113
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Vantagens:

Desvantagens:

63, 67,91, 114

¢ um método pratico e acessivel, visto que o reagente estd disponivel
comercialmente;

¢ util na caracterizacdo e padronizacio de amostras desde que as devidas
limitagoes do método sejam controladas;

€ um método reprodutivel e encontra-se bastante normalizado e

a absorc¢ao do produto a um comprimento de onda longo minimiza interferéncias
da matriz da amostra.

91, 115-117

este método sofre interferéncia de diversas substancias (compostos nao fenolicos),
que obriga a sua remocao ou considerac¢ao nos resultados.

nao é possivel avaliar a contribuicdo de compostos antioxidantes que nao atuam
através do mecanismo de TE e

esta técnica exige a realizacdo em fase aquosa, visto que nao é possivel a sua

aplicacao em matrizes lipofilicas.
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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 catido ABTS por radicais

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

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

avaliada através da reducao da cor da reacao. 18 Relativamente ao comprimento de onda

de determinacao, o cromoéforo possui uma absor¢ao maxima a 414, 645, 734 e 815 nm, no

entanto é preferivel a determinacdo a 734 nm. Os resultados siao expressos em

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

referéncia.63 119, 120

Vantagens:

Desvantagens:

27,91, 121-126

¢ uma técnica simples;

o radical catido ABTS reage rapidamente com antioxidantes (no méaximo 30
minutos);

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

o radical ABTS nao é afetado pela forca i6nica promovendo a sua solubilidade
tanto em solventes organicos como aquosos, o que permite a determinacao da
capacidade antioxidante tanto em matrizes hidrofilicas como lipofilicas;

esta técnica pode ser automatizada e adaptada a metodologia de microplacas, de
injecao em fluxo, e de fluxo interrompido e

o radical ABTS nao é encontrado nos mamiferos e por isso representa uma fonte de
radicais "nao fisiologica".

91, 127

o kit comercial é dispendioso pois o custo do reagente é aproximadamente nove
vezes superior ao reagente utilizado na técnica ORAC;

algumas reacoes podem ser mais lentas e a utilizacdo de um ponto final de curta
duracao (4 ou 6 minutos), pode ocasionar uma leitura antes da conclusao da
reacgao e provocar resultados falsamente baixos e

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

Este ensaio consiste na utilizacdo do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH).
Este composto é um dos poucos radicais organicos estaveis de azoto. Encontra-se
disponivel comercialmente e ndo existe a necessidade de ser produzido previamente, o que
se verifica na técnica anterior. O radical é um cromoforo purpura que através dos
compostos antioxidantes é reduzido a hidrazina, que corresponde a uma cor amarelo
palido.28 A capacidade antioxidante pode ser determinada por medicao do decréscimo da
absorvancia a comprimentos de onda na gama 515-528 nm'9 ou por ressonancia do spin

eletrénico.30

Vantagens: *
e ¢éum teste simples e rapido e
e apenas exige um espectrofotometro de ultravioleta-visivel, o que explica o seu
amplo uso na triagem da capacidade antioxidante.

Desvantagens: ***!

e areducao da cor da reacdo pode ser provocada pela reacao de TAH ou TE, assim
como através de outras reacoes nao relacionadas;

e as moléculas pequenas que possuem melhor acesso ao local de ligacao do radical
promovem um valor de capacidade antioxidante aparentemente superior com este
teste;

e o DPPH é um radical que ndo possui nenhuma semelhanca com os radicais
peroxilo altamente reativos envolvidos na peroxidacao lipidica 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 a determinacao dos compostos fendlicos assim como para avaliar a
capacidade antioxidante, as técnicas instrumentais normalmente utilizadas sdo a
espectrofotometria de ultravioleta-visivel (UV-VIS), a cromatografia liquida de alta

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

1.2.2.1 Espectrofotometria de ultravioleta-visivel

Os métodos espectrofotométricos sao utilizados ha cerca de 40 anos e continuam a
desfrutar de grande popularidade gracas as suas inimeras vantagens.32 133

Especificamente, a espectrofotometria do ultravioleta (UV) e visivel (VIS) (figura
6), acoplada a outras técnicas ou de forma isolada, é um dos métodos mais utilizados para
a quantificacdo de diversos tipos de analitos.23 Este método baseia-se na interacao de uma
solucao com a radiacao da zona do visivel e/ou ultravioleta do espectro e na determinacao
da absorc¢ao/transmissao de radiacdo que ocorre.’34 A concentracdo de uma determinada
substancia em solucao corresponde a radiacdo absorvida ou transmitida e é interpretada
através de um espectro que fornece a intensidade da radiacao por comprimento de onda
da fonte de luz.»34 Para estimar a concentracgdo, a intensidade obtida é comparada com a
intensidade promovida por uma concentracdo conhecida da mesma substancia.
Atualmente, os espectrofotometros utilizam detetores do tipo CCD (charge-coupled
device) ou fotodiodos do tipo PDA (photodiode array) para substituir os
fotomultiplicadores e fotodiodos dos espectrofotometros convencionais.’s3 Gracas a
combinacao de uma boa sensibilidade, alta velocidade de aquisicao de espectros, baixo
ruido, baixo custo e robustez, estes detetores trouxeram diversas vantagens e aumentaram

ainda mais o interesse pelos métodos espectroscopicos.!32

Vantagens da espectrofotometria de UV-VIS:%3 64
e método rapido;
e facil operacdo;
e verstil;
e envolve procedimentos simples;
e possui grande exatidao e precisao;
e facil aquisicao e disponibilidade da instrumentacao e

e baixo custo por determinagao.
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Desvantagens da espectrofotometria de UV-VIS: 133135
e dificil determinacdo de analitos em baixas concentracoes;
e alargura da banda obtida no espectro de UV-Visivel torna a técnica nao seletiva;
e necessaria uma preparacdo prévia especifica da amostra para melhorar a
seletividade e sensibilidade e

e requer calibracoes frequentes para manter a exatidao e precisao.

Figura 6 - Espectrofotometro de UV-VIS (adaptado de 45)
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1.2.2.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (figura 7) é um método instrumental de
cromatografia em coluna geralmente utilizado para separar, identificar e quantificar
compostos presentes numa mistura.s¢

Este método utiliza uma coluna com uma fase movel liquida onde € injetada uma
amostra, e na qual os seus componentes sao sucessivamente separados devido as suas
diferentes interacoes com a fase estacionaria da coluna.

Este método acoplado a detecdo por espectrofotometria de UV-VIS é de ampla
aplicacao e promove uma eficiente quantificacido de compostos fenolicos.'3” Neste caso, a
espectrofotometria de UV-VIS é utilizada para detetar cada um dos componentes que
chegam sucessivamente a célula de fluxo. A interpretacao é efetuada com base num
cromatograma que apresenta a area do pico de cada componente da amostra a diferentes
tempos de retencdo.’s8 A area do pico depende da absorcdo de cada composto a um
determinado comprimento de onda. Esta absorcao é proporcional a concentragiao (massa)
do composto em causa e a sua quantificacao é efetuada através da comparacdo com a
respetiva solucao padrao.:37-139

Os compostos fenodlicos possuem uma boa absorcao na regiao do ultravioleta mas
nao existe um dnico comprimento de onda ideal para todas as classes de compostos, visto
que eles apresentam absorvancia maxima em comprimentos de onda diferentes de acordo
com a sua estrutura molecular.3® Assim sendo, os comprimentos de onda sio escolhidos

de modo a obter-se a melhor dete¢ao global de todos os componentes. 38 140

Vantagens da HPLC: » '3 ¥
e altaresolucao;
e alta sensibilidade;
e alta eficiéncia;
e alta reprodutibilidade e

e podem ser utilizados diferentes tipos de detetores.

C: 25, 137-139, 141

Desvantagens da HPL
e requer pessoal especializado;
e método demorado, do ponto de vista do tempo necessario a preparacao das
amostras e solugoes padrao;
e eficaz na separacdo de monomeros, dimeros e trimeros, no entanto ainda existe
dificuldade em separar estruturas oligoméricas mais complexas;
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e existem diversas solucoes padrao comercialmente disponiveis, no entanto, existem
ainda bastantes que nao sao encontradas e

e possui alto custo por anélise.

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 separacao dos componentes volateis de uma mistura complexa.’42 Este

difere do método de HPLC pois utiliza uma fase movel gasosa.42

Relativamente a detecdo e quantificacdo, a GC é frequentemente acoplada a

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

mais do que apenas os tempos de retencao.3 Além disso a espectrometria de massa é

especialmente 1util quando se trata de pequenas quantidades de amostra e quando é

imprescindivel uma alta sensibilidade do método.43

Vantagens da GC: 114142

alto poder de resolucao;

alta sensibilidade (superior ao método de HPLC);

requer quantidades minimas de soluto;

¢ vantajosa para solutos que sdo termicamente instaveis ou possuem tempos de
semi-vida curtos;

misturas de solutos ou impurezas sao geralmente separados na coluna, e por isso
nao € necessario uma purificacao prévia;

a variacao de temperatura é muito mais facilmente efetuada num cromatégrafo do
que através de outras técnicas e os extremos de temperatura e de pressdo sio
alcancados mais rapidamente e

a GC, especificamente a de troca de i6nica, pode ser um método extremamente

sensivel, preciso, exato, barato e versatil.

Desvantagens da GC: 14142

limitada a amostras volateis;

requer pessoal especializado;

pode existir alguma adsorcao do soluto pelo suporte sélido da coluna, podendo
afetar a sua retencao normal;

na determinacdo dos compostos volateis a fase estacionaria pode interferir, se
através da pressao, esta se tornar igualmente volatil e

apesar do gas de arraste ser considerado inerte, podem ocorrer diversas interacoes

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

Além dos métodos mencionados anteriormente é possivel proceder a utilizacao da
técnica de espectroscopia de infravermelho préoximo (NIR) para a quantificacio das
propriedades antioxidantes.

A espectroscopia NIR é um método utilizado para analise qualitativa e
quantitativa, que utiliza a zona do espectro eletromagnético compreendida entre os
comprimentos de onda 750 e 2500 nm ou em termos de ntimero de onda entre 10000 e
4000 cm™.23, 144

Esta radiacdo foi descoberta por Herschel, um astrénomo e musico, através da
medicao da temperatura das zonas imediatamente seguintes a zona do espectro visivel. 44
145 Herschel denotou que na regido subsequente a cor vermelha, proveniente da luz branca,
a temperatura era superior. Mais tarde, esta zona viria a ser denominada de infravermelho
proximo.14 A radiacdo do infravermelho é também composta por outras zonas,
nomeadamente o infravermelho médio (MIR) e o infravermelho distante (FIR), no

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

ays Ultra
Violet
o

Figura 9 - Regiao NIR no espectro eletromagnético.

Conbmotor
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Os atomos que estao envolvidos nas ligagoes covalentes das moléculas deslocam-se
um em relacdo ao outro segundo uma frequéncia fundamental, que é definida pela forca
da ligacao assim como pela massa de cada um dos atomos.44 Caso alguma energia seja
transferida para a molécula, a sua frequéncia aumenta e pode provocar sobretons
(overtones).44 145 O aumento da frequéncia, por absorc¢ao da radiacao nesta zona espetral,
pode provocar o aumento da amplitude das vibracoes e rotacoes das ligaces covalentes
dos grupos funcionais das moléculas.23 No entanto, isto apenas acontece caso o
deslocamento dos &tomos numa vibragao provoque uma alteracao no momento dipolar da
molécula, ou seja, caso haja a mudanca de dipolo.'44 146 Assim, a espectroscopia NIR

permite registar os comprimentos de onda em que os aumentos de amplitude das
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vibracoes e rotacoes ocorrem, fornecendo um espectro que é especifico da molécula em
causa (fingerprint).147

Para um determinado intervalo de comprimento de onda, algumas frequéncias sao
absorvidas, outras nfio sdo absorvidas e algumas sdo apenas parcialmente absorvidas.44 E
este complexo mecanismo de absorc@o de energia a determinados comprimentos de onda
que constitui o espectro de absor¢cdo de uma substincia ou amostra.44 Propriedades
quimicas assim como fisicas das amostras possuem diversas contribuicoes individuais,
tornando o espectro NIR rico em informacao. 47

As absorgoes na regido NIR (figura 10) envolvem especificamente a contribuicao de
trés diferentes mecanismos. Os sobretons, que derivam de frequéncias cerca de duas ou
trés vezes superiores as de uma transicdo fundamental, as bandas de combinacdo que
ocorre quando sao excitados simultaneamente dois estados vibracionais diferentes, e as
transicOes eletronicas de menor importancia.144 148 Pela avaliacdo das bandas do espectro,
¢é possivel determinar os grupos funcionais dos constituintes da amostra. As principais
ligacOes covalentes que contribuem para o espectro NIR sdo C-H, N-H, O-H e S-H com
contribui¢des dos grupos C=0 e C=C. 144149 Esta técnica é especialmente 1til na detecao de
compostos com ligacGes a atomos de hidrogénio uma vez que os grupos com pelo menos
uma ligacao X-H, sendo X um heteroatomo, sdo os tnicos capazes de gerar sobretons.!s°
As absorcoes por ligacoes entre dtomos mais pesados nao sido tdo percetiveis na zona
NIR.44

Em amostras bioldgicas, as ligacoes C-H estao associadas ao contetido de gordura e
hidratos de carbono, as ligagoes N-H ao conteido de proteina e as ligacdes O-H ao
conteudo de agua.'s!

A regiao NIR pode ser dividida na regido I (800 a 1200 nm ou 12500-8500 cm™), a
regiao II (1200 a 1800 nm ou 8500-5500 cm™) e a regiao III (1800 a 2500 nm ou 5500-
4000 cm™). Os limites das trés regioes nao sao rigorosos.'’s2 Os principais grupos de
interesse sdo o metilo, metileno e metino. O conjunto de hidrocarbonetos é determinado
por dois pares de bandas fortes no primeiro sobretom e regido de combinacio (5900 a
5500 cm® e 4350-4250 cm™), predominantemente do metilo. Os hidrocarbonetos
insaturados tém grupos C-H adjacentes a ligacoes duplas C=C. As vibracoes C=C podem
contribuir ligeiramente para as bandas de combinacao e deslocar a absor¢ao dos grupos C-
H para comprimentos de onda superiores devido ao efeito nucleofilico. O grupo funcional
éster produz uma ligeira banda no espectro NIR apenas no segundo sobretom perto de
4650 cm, que pode estar escondida devido aos efeitos de grupos C-H se estes estiverem

presentes. O efeito dos grupos carbonilos na vizinhanca da zona de absorcao dos grupo C-
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H é muito significativo e as bandas dos grupos metileno e metilo sao deslocadas para
comprimentos de onda superiores.

Os alcoois e os acidos organicos contém o grupo funcional O-H que é o segundo
grupo principal depois do C-H no espectro NIR. As contribui¢des mais significativas sdo
combinacdes e sobretons dos modos de vibragao, que aparecem nas zonas 5250-4550 cm™
e 7200-6000 cm™. Estas bandas sdo fortemente influenciadas na forma, posicdo e
intensidade pelo efeito das pontes de hidrogénio que dispersam as gamas das frequéncias

de absorcao e reduzem a intensidade da absorvancia.
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Figura 10 - Principais grupos funcionais que absorvem radiacao na gama do
infravermelho préximo (adaptado de 92)

Os valores obtidos através do espectro NIR podem ser expressos em unidades de
absorvancia ou transmitancia.'s3 Os picos do espectro na regiao NIR sao largos e fracos, ¢
e é essa caracteristica que torna esta técnica valiosa. Enquanto nas regies vizinhas, tal
como a regido ultravioleta, a regido do visivel e outras regides do infravermelho, a regiao
NIR ndo envolve transi¢cdes e transmite bem a luz promovendo uma fraca absorcdo e
tornando o espectro mais simples.’52 Esta caracteristica esta na base da possibilidade de
utilizacdo de radiacdo deste tipo diretamente em amostras de diferentes tipos sem
qualquer processamento (p.e. utilizacdo em modo de refletancia difusa para medicao de
solidos, pastas ou géis).

A quantidade de fatores que interferem com a analise NIR, tais como bandas de
absorcao provenientes da agua, efeitos de dispersao, o ruido instrumental, a complexidade
da amostra e da matriz e os efeitos ambientais, produzem um espectro complexo de dificil
interpretagdo.’s4+ Para tratar o espectro e ser possivel extrair informacgio relevante é

utilizada a quimiometria que processa a informacdo espectral através de métodos
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matematicos e estatisticos multivariados e com recurso a computacdo.’’s Sem as
ferramentas quimiométricas nao seria possivel obter informacao qualitativa e quantitativa
dos constituintes de uma amostra por NIR.5 No entanto, a eficiéncia dos métodos
quantitativos esta ainda dependente da qualidade das calibracoes.!s5

Os avancos da técnica NIR e a aplicacdo da quimiometria, simplificou a sua
utilizacdo e permitiu a sua ampla utilizacdo em diversas industrias.5% 157

Visto que cada tipo de material representa uma combinacdo de 4&tomos tnica, nao
existe a possibilidade de dois compostos produzirem exatamente o mesmo tipo de
espectro infravermelho. Assim sendo a espectroscopia NIR é extremamente 1til para
anéalises qualitativas de diferentes tipos de material (p.e. para identificacao).

A espectroscopia NIR ja foi aplicada em diversas areas e esta reportada na
realizacao de diversos estudos relativos a vitivinicultura tais como, na determinagao dos
compostos volateis do vinho 158 e compostos volateis de vinhos envelhecidos em carvalho
159, analise de rotina de mostos e vinhos?5, avaliacdo dos parametros sensoriais das uvas
160 determinacao da glicose, etanol, acidos organicos e glicerol !, aminoacidos 62
minerais %3, compostos fendlicos totais 59 164.165, polimeros e taninos.¢¢

Apds uma pesquisa exaustiva das aplicacoes da técnica NIR aos residuos da
induastria vitivinicola, apenas foi encontrado um trabalho no qual se procedeu a
determinacdo do teor de flavondides em grainhas e a localizagdo da respetiva vinha.?7 A
inexisténcia de mais artigos demonstra que esta técnica é inovadora e pode trazer
inimeros beneficios a indastria vitivinicola devido a grande quantidade de residuos

produzidos anualmente.

Vantagens da espectroscopia NIR

O NIR é uma técnica que possui diversas vantagens em relacao a outros métodos, o
que tem vindo a promover um aumento da sua popularidade e consequentemente uma
maior utilizagdo por parte da comunidade cientifica. As vantagens sdo enunciadas

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

e técnica nao destrutiva e nao invasiva;

¢ sem necessidade de processamento da amostra ou apenas uma preparacao
prévia simples da amostra (o que torna esta técnica menos dispendiosa e
demorada);

¢ nado requer reagentes e nao produz residuos (quimica verde);

e pode ser aplicada a grande nimero de situacoes e diferentes areas;
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a andlise pode ser realizada a amostras em diversos estados, formas e
espessura, nomeadamente amostras solidas;

a analise pode ser executada in-situ;

€ uma técnica rapida e excelente para analises de rotina;

permite medir propriedades fisicas e quimicas;

analisa simultaneamente uma ampla variedade de parametros, utilizando
técnicas multivariadas;

possui uma precisao elevada e baixos custos de manutencao;

permite a utilizacao dos componentes 6ticos dos equipamentos de UV-VIS
(o que a pode tornar menos dispendiosa) e

apresenta uma baixa seletividade;

Desvantagens da espectroscopia NIR:75 176

procedimentos de calibracao que podem ser trabalhosos;

existe a necessidade de utilizar métodos multivariados para o tratamento
dos dados;

o espectro pode ser afetado por mudancas das propriedades fisicas e
quimicas do meio;

sensivel a variacoes na composicao da amostra (efeito de matriz);

variacoes espetrais causadas por fendmenos fisicos e

baixa sensibilidade devido a baixos coeficientes de absorcao.
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1.4 Quimiometria

A andlise de dados é parte essencial na resolu¢do de problemas.’”7? Durante
bastante tempo, os dados foram apenas analisados através de métodos estatisticos
univariados. No entanto, este tipo de analise é limitada pois apenas uma variavel € medida
sistematicamente para varias amostras.””7 O desenvolvimento da ciéncia assim como a
necessidade de extrair mais informacao dos dados quimicos e de tornar a resolucao dos
problemas quimicos mais facilmente exequivel levou ao desenvolvimento de novas
ferramentas de anélise, dando origem a Quimiometria.'7

Segundo a Sociedade Internacional de Quimiometria (ICS), “a Quimiometria é a
ciéncia que relaciona medidas realizadas num sistema ou processo quimico, obtendo
informacoes sobre o estado do sistema através da aplicacdo de métodos matematicos ou
estatisticos”.

A andlise de dados através de métodos estatisticos multivariados permite a
extracdo de uma quantidade muito maior de informacao uma vez que estes métodos
possuem a capacidade de correlacionar diversas variaveis simultaneamente.’””? O
desenvolvimento dos computadores exponenciou a sua utilizacdo, pois aumentou a
rapidez de anélise.'78 Bruce Kowalski propos uma definicdo que traduz as vantagens desta
ciéncia afirmando: “as ferramentas quimiométricas sao veiculos que podem auxiliar os
quimicos a se deslocarem mais eficientemente na direcdo de maior conhecimento”.79

A quimiometria adquiriu notoriedade devido a capacidade de analisar uma
enorme quantidade de dados e diversas varidveis.'° Ao tornar a anilise de dados mais
simples e acessivel, promoveu um maior interesse pela técnica NIR.»8! Isto verifica-se
atualmente na aplicacao desta técnica em diversas areas.!8!

A quimiometria permite tratar os dados amostrais e converte-los em informacao
atil através de varios processos. Pode ser feita uma analise descritiva/qualitativa através
de métodos como a Analise de Componentes Principais (PCA) ou uma anélise quantitativa
através métodos tais como a Regressao por Componentes Principais (PCR) e os Minimos
Quadrados Parciais (PLS). Os dois ultimos métodos permitem construir modelos de
regressao para uma anéalise mais simples e eficiente das propriedades que se pretende
determinar para o problema em questao.'””

Para aplicar convenientemente estas ferramentas quimiométricas ¢
imprescindivel conhece-las e ter nocao da funcao de cada uma, para que seja possivel
obter as informacoOes mais fidedignas.'82 Se quimicamente a resposta nao fizer sentido, o

método quimiomeétrico foi mal aplicado ou mal planificado.:82
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1.4.1 Pré-processamento dos espectros NIR

Antes de submeter os dados espectrais a este tipo de anélise quantitativa e/ou
qualitativa é imprescindivel aplicar a priori uma etapa de pré-processamento dos
dados.'78

O pré-processamento é uma etapa que introduz uma série de métodos corretivos
que tém como funcao otimizar o conjunto dos dados com vista a anélise pretendida.!7s. 183
Isto é, os espectros obtidos através da espectroscopia NIR podem ser afetados por diversos
fatores fisicos, tais como a dispersao da radiacao devido ao tamanho das particulas da
amostra, variagoes no percurso o6tico, variacoes no angulo de contacto da sonda caso
exista, entre outros.’84 Estas interferéncias podem provocar ruidos nos espectros e
distorcoes nas linhas de base, que levam a variacoes indesejaveis entre os espectros e
dificultam a interpretacao dos dados, uma vez que nao estao relacionadas com o problema
quimico em questdo.’85 Assim sendo, antes da analise dos espectros é imprescindivel
eliminar ou diminuir estas interferéncias para que seja possivel analisar as informacoes
mais relevantes do ponto de vista quimico e consequentemente obter resultados crediveis
e de uma forma mais eficiente.”78: 186 Quando o objetivo da andlise é determinar
propriedades fisicas das amostras, estas interferéncias sao normalmente vantajosas, pois
permitem determinar por exemplo o tamanho das particulas da amostra, entre outras.87:
188

Os métodos de pré-processamento e a selecio dos comprimentos de onda devem
ser cuidadosamente escolhidos para o objetivo que se pretende, para que informacoes
espectrais relevantes nao sejam removidas.86

Existem diversos métodos de pré processamento e cada um promove diferentes
transformacoes nos dados. Todos estes métodos pretendem simplificar a posterior
construcido dos modelos quimiométricos.7® 183 Os métodos mais aplicados sdo a Variagao
de Padrao Normal (SNV), a Correcao Multiplicativa de Sinal (MSC) e métodos de

derivagao tal como o método de Savitzky-Golay.!86. 189

1.4.1.1 Método de Savitzky-Golay

A derivacao dos espectros € um pré-processamento que permite aumentar a
resolucdo dos espectros e eliminar efeitos aditivos tais como variacdes nao desejadas na
linha de base.'78 Esta operacao consiste na derivacao matematica de uma funcao, no qual a
funcao € o espectro de uma amostra em varios comprimentos de onda.9°

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

incluir uma etapa de aplicacao de um filtro para reducao de ruido de elevada frequéncia.'7
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Este método utiliza normalmente a primeira ou a segunda derivada do espectro original,
que tem como objetivo melhorar a resolucao dos picos para uma avaliacdo mais clara da
informacao existente nos espectros.’9° A primeira derivada tem como funcao primordial
corrigir variacoes (efeitos aditivos) que ocorrem na linha de base e proporciona um maior
enfase aos picos existentes nos sinais originais.9* 192 A segunda derivada tem como funcao
remover os efeitos aditivos da linha de base assim como a tendéncia linear, dando enfase
as variacoes mais acentuadas e auxiliando na resolucao dos picos (ou bandas) sobrepostos

(figura 11).178.193

1¥ derivative

2" derivative

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

No entanto, ao aplicar os métodos derivativos, é necessario ter conhecimento que
além da amplificacio do sinal, também o ruido presente no espectro original é
amplificado.?9* Assim, o método prevé antes de aplicar a derivacdo, uma etapa que reduz o
ruido de elevada frequéncia existente nos espectros.”® A ideia subjacente dos métodos de
suavizacao ¢ selecionar uma janela do espectro com um determinado ntimero de pontos e
substituir o valor do ponto central pelo valor médio do intervalo dessa janela
selecionada.’”® O nimero de pontos definidos é representado pelo valor do tamanho do
filtro e esta operacao ¢ aplicada a todos os pontos do espectro sequencialmente.'78 Assim,
o tamanho da janela influencia diretamente o resultado da aplicagdo do filtro (figura

12).183
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Figura 12 - Aplicacao de uma janela de 7 pontos para reducao do ruido num
sinal (adaptado de 73).

Apesar da simplicidade do funcionamento deste filtro, ele possui desvantagens
quando aplicado a picos muito estreitos, visto que distorce o sinal analitico. Neste caso,
quanto maior o valor da janela (nimero de pontos definidos), maior sera a deformacao do
sinal.194

O filtro de Savitzky-Golay é um dos métodos de reducao de ruido mais utilizados e
promove essencialmente o aumento da razao sinal-ruido.'8s 19 Neste, um polindmio de
baixo grau é ajustado aos pontos da janela através do método dos minimos quadrados,
permitindo recalcular o ponto central (figura 13). Esta operacao torna este método menos

sensivel a dimensao da janela.83.195
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Figura 13 - Filtro de Savitzky-Golay (adaptado de '73).

1.4.1.2 Correcao multiplicativa de sinal (multiplicative scatter
correction)

A correcao multiplicativa de sinal (MSC) é um pré-processamento utilizado quando
existem variacoes multiplicativas nos espectros provocadas por fenémenos fisicos
indesejaveis, que podem ser fonte de variacdoes na linha de base.!83 Estes fenémenos
incluem variagdes no percurso 6tico ou efeitos de dispersao de luz que ocorrem devido a
fatores como o tamanho da particula, a rugosidade e opacidade da amostra.'ss 185 E
frequentemente utilizada em espectros medidos por refletancia difusa, no qual a radiacao
incide diretamente na amostra, com o objetivo de remover apenas os efeitos que nao
trazem qualquer tipo de informacao quimica sobre as amostras.!83. 196 Esse método corrige
principalmente a linha de base, para que os espectros correspondam o maximo possivel a
um espectro de referéncia, sendo este definido pela média do conjunto total de espectros.
Deste modo, o coeficiente de dispersao da luz é igual para todos os comprimentos de onda
em todas as amostras.’9® Neste pré-processamento, os valores da absorvancia 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

(equacao 2).197
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Xe (@) = 222 (Eq.2)

Na equacdo 2, x. () € o valor corrigido da absorvancia em cada ponto do espectro da

amostra a, x, € o valor da absorvancia em cada ponto do espectro dessa amostra e ae b
sdo constantes estimadas a partir de uma regressio de minimos quadrados,
respetivamente o coeficiente linear e o coeficiente angular.83

Para determinar o coeficiente angular e linear, é necessario proceder a uma
regressao linear segundo a equacdo 3, na qual, X é o espectro de referéncia obtido pela

média de todos os espectros.
X)) = a +bhbxX (EqS)

Na construcao dos modelos de calibracao, verifica-se que o método MSC reduz o
numero de variaveis necessarias, simplificando o modelo de calibracdo e aumentando a

linearidade.!85

1.4.1.3 Variacao de padrao normal (standard normal variate)

A variacdo de padrao normal (SNV), tal como o MSC, realiza um ajuste nos
espectros de modo a promover uma correcao da dispersao da luz causada pela falta de
homogeneidade das particulas da amostra, no entanto de forma distinta.85 A SNV permite
uma correcao individual de cada espectro de acordo com o respetivo resultado do desvio
padrao. Este método permite centrar cada espectro em torno de zero, por subtracao da
média das leituras espectrais e divisdo pelo desvio de padriao em todos os pontos do
espectro.

Embora seja semelhante ao método MSC, a determinacdo dos ajustes é distinta e
neste caso nao é utilizada a informacao do conjunto total dos espectros (equagao 4).

X(a)"M(a
Xc(a) = ( (S)D(a)( ) (Eq4)

Na equagdo 4, x. q) € 0 espectro corrigido da amostra a, x(,) € 0 espectro da amostra a
inicial , m(g € a média das leituras espectrais dessa amostra e SD(g, € o desvio padréo

dessas mesmas leituras espectrais.'98
O SNV melhora a precisao de previsao mas nao simplifica o modelo nem reduz as

interferéncias sistematicas e a influéncia da agua.:ss
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1.4.1.4 Correcao ortogonal de sinal (orthogonal signal correction)

Ao aplicar pré-processamentos aos espectros é normal que quando ocorra remogao
de variacao sistematica da matriz X (respostas instrumentais) seja simultaneamente
removida informacao da matriz Y (matriz dos parametros a serem determinados através
do modelo). A corregao ortogonal de sinal (OSC) distingue-se dos outros métodos pelo
facto de ter em consideracao a informagao da matriz Y, removendo apenas a variacao da
matriz X que nao esté relacionada com a matriz Y.185 199 Deste modo é possivel realcar a
informacao mais relevante e construir modelos mais simples de interpretar.

A OSC é normalmente utilizada como uma etapa de pré-processamento para
melhorar a construcdo do modelo de calibracao sendo que a sua principal vantagem é
reduzir o nimero de variaveis latentes.2°© Ha diversas formas de célculo para a corregao
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 variancia de X que nao se relaciona

com a matriz Y e remove-la antes da constru¢ao do modelo de calibragao.zo!
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1.4.2 Analise multivariada

A utilizacdo de métodos computacionais acoplados a quimiometria foi um dos
fatores que permitiu uma crescente implementacao deste tipo de analises. O recurso aos
métodos computacionais permitiu desenvolver melhorias a nivel da rapidez e facilidade de
anéalise, assim como promover uma forma mais simples e organizada de aceder aos dados
e resultados.’® Um dos programas computacionais mais utilizados é o Matlab
(Mathworks, Natick, US) que tem como elemento béasico a matriz dos dados obtidos,
imprescindivel para a construcao de modelos de calibracao.

“A calibragdo é definida como o conjunto de procedimentos necessarios para
selecionar e correlacionar, por intermédio de meios empiricos, os dados obtidos por um
instrumento junto com um método de referéncia, de modo a que o sinal do instrumento
sob calibracao indique, de uma forma precisa, qualquer variacao ou propriedade fisica da
amostra”, segundo Vieira.93

Existem diversos fundamentos que é necessario ter em conta no momento da
andlise quimiométrica que podem ter bastante relevincia para a construcao de um bom
modelo de calibragdo, nomeadamente:202
- 0 grupo de calibragio deve ser criteriosamente escolhido durante o proprio processo de
calibracao;

- para obter resultados mais fidedignos as amostras devem ser analisadas por métodos de
referéncia;

- o grupo de calibracao deve incluir amostras que provoquem grandes variacoes espectrais
de modo a aumentar a gama de valores (p.e. de concentracdo) e deste modo obter um
modelo mais robusto e

- para a construcao do modelo deve ser utilizado um determinado nimero de amostras
que possibilite uma determinacio estatistica fidedigna da relacdo entre as variagdes
espectrais e a concentra¢ao.2°3

Existem diversos métodos quimiométricos utilizados na anélise multivariada dos
espectros que permitem uma interpretacao do conjunto de dados. Alguns destes métodos
envolvem um processo de analise qualitativa ou descritiva tal como o PCA, enquanto
outros pretendem analisar quantitativamente a matriz de dados. Estes ultimos sao
considerados métodos de calibracao e previsao e tém como exemplo o método de PLS.8!

No caso do PCA, o objetivo ¢é avaliar a variabilidade existente entre amostras sem

que seja necessario utilizar as informacoes sobre a natureza das amostras.!83. 194
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No caso do PLS existe dependéncia da utilizacdo de informacoes sobre a natureza
das amostras, de modo a que seja desenvolvidlo um modelo fundamentado nas

informaco6es das propriedades das amostras.!83.194

1.4.2.1 Analise de componentes principais (principal component
analysis)

A PCA é um dos métodos quimiométricos mais utilizados.'77 Este método, permite
visualizar a estrutura da matriz de dados e encontrar semelhancas e discrepancias entre
amostras, detetar tendéncias, identificar amostras atipicas ou outliers (amostras que nao
se encaixam no modelo) e reduzir a dimensao do conjunto de dados.'®3 A reducao da
dimensao do conjunto de dados passa por representar os dados num novo sistema de
eixos promovendo a visualizacdo da natureza multivariada dos dados em poucas
dimensoes.204 Através da PCA, os espectros originais sao reduzidos a um determinado
numero de fatores que expressam as variacoes principais destes espectros. De acordo com
as variancias observadas, a informacao é organizada segundo conjuntos mais restritos de
informac¢ao denominados componentes principais (CP). O primeiro CP é definido como o
agrupamento que redine os fatores com a maior quantidade possivel de variancia. O
segundo componente principal é definido da mesma forma retirando-se apenas a
varidncia ja implicita no primeiro componente e assim sucessivamente.!7’
Matematicamente, cada componente principal é constituido pela combinacao linear das
variaveis originais e pode ser definido pelo produto entre “loadings” (L) e “scores” (S). Os
“loadings”, também denominados de pesos, representam os coeficientes dessa
combinacido linear e por isso a sua avaliagdo permite determinar quais as variaveis que
mais contribuem para a geracdo dos “scores”. Os “scores” representam a projeciao das
amostras no espaco de menor dimensao definido pelos “loadings”.'77

O primeiro componente principal (CP1) é entdo definido como CP1=S,L.T e
corresponde a maior variancia no espaco multivariado. R,=X - S;L,T é o residuo da matriz
X, que representa toda a informacao que existe no conjunto de dados exceto no CP1. O
segundo componente principal é definido como CP2=S.L.T, e é ortogonal a primeira
componente principal. R.=R;-S,L,T é o residuo deixado pelo CP1 e pelo CP2.195 Os
componentes subsequentes seguem o mesmo padrao sendo sempre ortogonais a todas elas
e seguem sempre no sentido da maior variancia. Deste modo é possivel fazer uma
interrupcdo na sequéncia dos componentes principais e manter um pequeno numero
destes uma vez que ja correspondem a uma fracdo significativa da informacao total
contida no conjunto de dados.95

Em suma, o método de PCA pode ser descrito através da equacao 5:
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X=SxLT+R (Eq.5)
Na qual a matriz de dados X pode ser definida pela soma dos componentes principais
(S % LT) com os residuos (R), correspondente a informacao nio redundante.95

O simbolo T sobrescrito é o operador que permite transpor a matriz dos Loadings.

1.4.2.2 Minimos quadrados parciais (partial least squares)

A calibracao multivariada tem como funcdo estabelecer uma relacao entre uma
propriedade que pode ser medida com uma determinada propriedade de interesse através
de modelos matematicos. Ou seja, através deste tipo de calibracao é possivel estabelecer
um modelo que permita determinar propriedades de amostras desconhecidas através do
seu espectro.””7 O método dos minimos quadrados parciais (PLS) é precisamente um
desses modelos de calibracdo multivariada que se baseia na utilizacdo de varidveis
latentes.205s E analogo ao método de PCA, no entanto, ao invés de utilizar apenas as
informacoOes espectrais das amostras (variaveis X), este método utiliza simultaneamente
informacGes das respetivas amostras (varidveis Y) que podem ser por exemplo
concentracoes de analitos ou outro tipo de propriedades, inclusive qualitativas.z4 Os
espectros sao organizados individualmente segundo uma matriz X, que possui os dados
das variaveis 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
variaveis dependentes y e corresponde as concentracoes medidas através do método de
referéncia. Para estabelecer um modelo de regressdo linear, as duas matrizes sao
correlacionadas através dos seus "scores".206

Para cada matriz, obtém-se os seguintes modelos (equacao 6 e 7):

X = Syl + Ry (Eq.6)
Y=S,L,+R, (Eq.7)

Onde S corresponde a matriz de “scores”, L aos “loadings”, e R aos erros ou falta de
ajuste do modelo.

A funcdo primordial deste método é encontrar uma relacao linear entre os “scores”
dos blocos X e Y.207 No entanto, o ruido dos dados espectrais é independente do ruido dos
dados de concentracdo, o que torna impossivel encontrar uma relacdo perfeitamente
linear. O PLS permite contornar este obstaculo e alcancar uma boa concordancia,
promovendo uma rotacao dos componentes principais até que o angulo destes seja igual a

zero, 0 que provoca consequentemente uma alteracao dos valores de “scores”. Devido a
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esta rotacdo, os componentes principais passam a ser denominados de variaveis
latentes.207

A correlacao entre os blocos X e Y pode ser definida para um determinado namero
“h” de variaveis latentes através de um coeficiente de regressao linear segundo a equacao
8:

Syh = bh X Sch (Eq.8)

Na qual os valores de bh correspondem aos coeficientes de regressao linear entre a
matriz de “scores” de Y e de X e podem ser agrupados numa matriz diagonal B.

O nimero de variaveis latentes necessario para a calibracao é definido através de
um processo denominado de validacao cruzada (“cross-validation™). 77,204

A primeira variavel latente descreve a maxima quantidade de variancia das
amostras e a matriz dos residuos devera conter apenas a variancia nao explicada associada
ao ruido.204.207

Apo6s a determinacao do nimero de variaveis latentes e da constru¢do do modelo
de calibracgao, é possivel prever a concentracao de novas amostras Y,, através dos novos

“scores” S,,, dos “loadings” da matriz Y e da matriz B dos coeficientes de regressao

(equacao 9).
Y, =S, xL,XB (Eq.9)

Estes métodos sdo bastante robustos uma vez que com a inclusiao de novas
amostras, os parametros do modelo de calibracdo mantém-se praticamente inalterados.19¢
Hoje em dia, o método do PLS é uma ferramenta cada vez mais utilizada e
extremamente til pois pode ser empregue em diversas areas tais como a fisico-quimica, a
quimica analitica, a quimica medicinal, a quimica ambiental e o controlo de processos

industriais. 202

1.4.2.3 Calibracao

A calibracao é o processo pelo qual é possivel desenvolver um modelo que permita
prever propriedades de interesse quando estas sdo medidas através de sistemas quimicos
tais como temperatura, espectros de infravermelho, pressao, fluxo, entre outros. Este
processo correlaciona a medicao instrumental obtida por estes sistemas com os valores de
referéncia das propriedades de interesse e constr6i um modelo de calibracao no qual é

possivel estimar o valor de amostras desconhecidas de forma credivel.
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1.4.2.4 Validacao

Para a construcao do modelo de calibracao é indispensavel a validacdo do mesmo,
de modo a determinar a sua eficicia para efetuar previsdes. Esta validacao permite
garantir que os valores obtidos para a varidvel dependente Y, através deste modelo,
correspondam o méaximo possivel aos valores de concentracdo reais obtidos através dos
métodos de referéncia. Para a realizacao deste procedimento é necessario prestar atencao
a dois fatores, nomeadamente, ao namero de variaveis latentes a ser utilizado no modelo e
a detecao de outliers.204

Uma das formas de validacdo baseia-se na divisdo do conjunto de dados num
conjunto de calibracdo e num conjunto de teste. O modelo de calibracao é construido com
as amostras do conjunto de calibracdo e a validacdo é efetuada com as restantes
amostras.2°8 Apos a sua construcao, o modelo permite testar as amostras do conjunto de
teste e comparar os resultados obtidos desta forma para a varidvel dependente Y com os
respetivos valores reais obtidos experimentalmente. Esta comparac¢ao permite determinar
a proximidade entre valores e estimar o erro que se pode obter ao utilizar este modelo de
calibracdo para prever a concentracdo de amostras desconhecidas. Deste modo, a
capacidade do modelo de calibracdo prever corretamente as concentragoes € inversamente
proporcional a magnitude do valor destes erros.208

Os erros utilizados para avaliar a capacidade de previsao dos modelos de calibracao
construidos, assim como para a determinacdo do ntimero de varidveis latentes a ser
utilizados no modelo, sdo baseados no calculo do valor da raiz quadrada do erro
quadratico médio (RMSE ou “root mean squared error”). Este célculo é definido segundo

a equacao 10.

N _ )2
RMSE = \/2{:1(Yreall,\; Yprev,l) (quO)

Na equagdo 10, Y., € 0 valor experimental da varidvel dependente para cada
amostra, Y., € o valor previsto pelo modelo de cada respetiva amostra e N o namero

total de amostras.209

Da mesma forma, é possivel calcular a raiz quadrada do erro quadratico médio de
calibracdo (RMSEC) através da validacdo do conjunto de amostras utilizadas na
construcao do modelo, a raiz quadrada do erro quadratico médio de validacao cruzada
(RMSECYV) através da validacao cruzada das mesmas e a raiz quadrada do erro quadratico

médio de previsao (RMSEP) através do teste posterior com amostras externas.29
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A detecao de outliers é um passo extremamente importante pois para a construcao
de um bom modelo de calibracao, é necessario assegurar que o grupo de amostras é

homogéneo, e por isso as amostras que nao se encaixam devem ser eliminadas.204

1.4.2.4.1 Validacao cruzada

Para a determinacdo do numero de variaveis latentes a utilizar no modelo,
normalmente opta-se pelo método de validacao cruzada.2°4 Esta é uma forma de validacao
que consiste na subdivisao do conjunto de dados em véarios subconjuntos. Esta validacao
tem como objetivo utilizar um subconjunto de amostras para efetuar a calibracdo e as
restantes amostras para fins de validacdo. Este procedimento é repetido sucessivamente
com novos subconjuntos até que todos os subconjuntos tenham sido validados uma vez.
Desta forma é possivel utilizar as mesmas amostras para construir o modelo assim como
para testa-lo. Existem diferentes formas de subdividir o conjunto de dados. Uma das
formas mais utilizadas, especialmente quando a quantidade de amostras nao é grande, é o
método leave-one-out (uma amostra de fora) no qual cada subconjunto corresponde a
uma tnica amostra. Neste caso, o processo de calibracao utiliza todas as amostras exceto
uma delas alternadamente, que entrara posteriormente na fase de validagao do modelo
aplicando sucessivamente um numero crescente de variaveis latentes.2© ApoOs as
sucessivas validacoes, é calculado um erro médio para cada numero de variaveis
latentes.2* A validagdo cruzada é o método mais correto para definir o nimero de variaveis
latentes a ser utilizado no modelo.2* Para isto é necessario avaliar o RMSECV
correspondente a modelos com diferentes nimeros de variaveis latentes e definir a partir
de quantas, deixa de existir uma variacao significativa neste valor (ou mesmo a verificacao
do aumento do erro).2u

Depois de definido o niimero mais adequado de variaveis latentes é possivel
construir o modelo de calibracdo final com todas as amostras. A avaliagdo da eficacia do
modelo de previsao é executada através de amostras externas, que nao participaram na
calibracdo.2'* O valor previsto para estas amostras é comparado com o seu valor real e o
RMSEP é calculado de modo a determinar a concordancia entre ambos os conjuntos de
valores.

Estes conjuntos de valores podem ser representados graficamente e quanto maior a
concordancia, maior é a proximidade dos valores a reta y=x. Assim, é possivel utilizar o

coeficiente de correlacao ou coeficiente de determinacao para avaliar o ajuste a esta reta.2n
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1.4.3 Processamento dos dados

Antes da aplicacao dos dados nos modelos PCA ou PLS os dados foram sujeitos a
remocao da média de acordo com o procedimento de remocao da média (mean centring) e

a auto-normalizacdo dos dados (autoscale).89

1.4.3.1 Remocao da média (mean centring)

Cada variavel possui informacdo com uma determinada intensidade absoluta. O
objetivo da remocao da média é, tal como o nome indica, remover o valor dessa
intensidade para que seja possivel analisar apenas a variacao dos dados em torno do valor
médio e evitar que os pontos mais distantes do centro dos dados tenham mais influéncia
que os mais proximos.83 185 212 A remocao da média é realizada através da subtragdo de
cada elemento de cada coluna pela média de todos os elementos dessa coluna, sendo a
coluna constituida pelo conjunto de amostras para uma determinada variavel (equacao
11). O valor médio das amostras para todas as variaveis passa a ser igual a zero.'85 213 Desta
forma, este procedimento permite a mudanca do eixo das coordenadas para o centro dos

dados.197
Xem (a) = X(a) -X (Eq. 11)

Na equacao 11, X¢p, (q) € 0 valor centrado na média da amostra a de uma dada variavel, X4,

é o valor da amostra a dessa variavel e X é o valor médio do conjunto de todas as amostras

dessa variavel.24

1.4.3.2 Auto-normalizacao (autoscale)

A auto-normalizacdo tem como objetivo reduzir a influéncia de variagoes
indesejadas presentes no conjunto de dados, como acontece por exemplo nos casos em
que os dados advém de instrumentos diferentes ou quando sdo medidos em diferentes
unidades. 83188

Além de remover o valor da intensidade absoluta de cada variavel, a auto-
normalizacdo, normaliza cada variavel pela sua variancia.'83 Deste modo garante-se que,
independentemente da escala, todas as varidveis sdo equivalentes em termos de
magnitude e possuem a mesma contribuicao para o modelo.77

Este procedimento permite apresentar os resultados segundo uma escala definida e
consistente, na qual, o valor médio de cada variavel € zero e a variancia € 1.177-180,183

Este procedimento é definido segundo a equacao 12.
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X@—%
Xge (a) = (S’D (Eq. 12)

Na equacdo 12, x4, (q) € 0 valor normalizado de uma dada variavel, X, € o valor da

amostra a dessa variavel, X é o valor médio do conjunto de todas as amostras dessa
variavel e SD é o desvio padrao do conjunto de todas as amostras dessa variavel.83
O desvio padrao é definido segundo a equacao 13:

S Ki@—X)

SD = o= (Eq.13)

No final todas as variaveis ficam com o mesmo peso, o que é bastante util em

métodos como o PCA ou o PLS.205
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Reagentes e solucoes

Todos os produtos quimicos utilizados tém elevada pureza e nao houve
necessidade de purificacdo. O radical catido 2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfonico) (ABTS), o acido galico e o Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-
carboxilico) foram obtidos através da Fluka (Buchs, Suica). O reagente de Folin-Ciocalteu,
o persulfato de potassio, o acetato de sodio tri-hidratado foram obtidos através do Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, EUA), enquanto o carbonato de sodio deca-hidratado foi obtido
através da Fluka (Buchs, Suica). Para a preparacao de todas as solugoes foi utilizada agua
ultrapura do sistema Sartorius AriumPro (resisténcia >18.2 MQ cm) e etanol absoluto P.A.

Para a avaliacdo dos CFT dos extratos de bagaco, o reagente Folin-Ciocalteu foi
diluido 3:10 (v/v) em agua e em Na,CO;-10H.O 24,3% (m/v), o que corresponde a 9%
(m/v) de carbonato de sédio. As solugdes de acido galico (100 mg/L) foram preparadas
diariamente em agua. Para a determinacdo da CAT, a solucdo de radical ABTS'+ foi
preparada através da mistura de volumes iguais de uma solucao stock de ABTS (7 mM em
agua) com 2,45 mM de persulfato de potéassio. Esta mistura foi deixada em repouso
durante 12 a 16 horas no escuro a temperatura ambiente. No dia da analise, cinco
concentracoes diferentes de ABTS:* (entre 30 e 250 uM) foram preparadas em tampao de
acetato (pH 4,6, 50 mM), com o objetivo de determinar a diluicao da solucao stock de
ABTS+ necessaria para obter a concentracdo de radicais correspondente ao valor de
absorcao de 0,000+0,020 a 734 nm. As solugdes de Trolox (1,0 mM) foram preparadas
diariamente em solucao etandlica a 50% (v/v), enquanto as solucoes padrao (5,0 a 50,0

uM) foram preparadas por diluicao em agua.
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2.2 Residuos de vinho

Os residuos (peliculas, grainhas e engaco) utilizados neste trabalho sao
provenientes do processo de vinificacio 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 — Residuos (peliculas, grainhas e engaco) moidos

Estes residuos foram obtidos das uvas depois de desengacadas, esmagadas,
trituradas, maceradas e fermentadas por um periodo de 1 a 2 dias a 18-20°C (processo de
vinificacdo vinho tinto). As amostras de bagaco foram transportadas para o laboratorio
nesse mesmo dia usando uma caixa de esferovite. Uma vez no laboratorio, o bagaco foi
seco ao ar a temperatura ambiente e exposto a luz para simular as condigdes de
armazenamento em adegas. O tempo de armazenamento foi definido para 1 semana, 1 més
e 2 meses apoOs a vinificacdo. Para avaliar a influéncia de cada componente do bagaco
(peliculas, grainhas e engaco) nos valores de CFT e da CAT e de forma a garantir a
variabilidade dos resultados, foram preparadas diferentes misturas de grainhas, peliculas
e engaco de acordo com um delineamento experimental.2'5

As peliculas, as grainhas e o engaco foram separados manualmente e efetuaram-se
as misturas pesando cada componente individualmente. De acordo com o tempo de
armazenamento, as amostras de bagaco foram codificadas com as letras "A", "B" e "C",
respetivamente para 1 semana, 1 més 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, peliculas e hastes das amostras de
bagaco (1 semana)

Composicao do bagaco

1 semana de

% de grainhas % de peliculas % de hastes
armazenamento

1A 83 17 (o}
2A 49 51 (o}
3A 20 60 20
4A 20 8o 0
5A 44 46 10
6A 8o 20 0
7A 71 20 9
8A 44 46 10
0A 70 20 10
10A 44 46 10
11A 8o 20 (o}
12A 22 58 20
13A 20 71 (o]
14A 45 45 10
15A 44 46 10
16A 60 20 20
17A 60 20 20
18A 49 51 o}
19A 20 60 20
20A 70 21 10
21A 63 37 (o}
22A 60 20 20
23A 44 46 10
24A 20 8o o
25A 49 51 0
26A 21 69 10
27A 36 64 0
28A 20 8o 0
20A 32 48 20
30A 44 46 10
31A o 100 o
32A 100 o o
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Tabela 5 - Percentagem de grainhas, peliculas e hastes das amostras de

bagaco (1 més)

Composicao do bagaco

1més de % de grainhas % de peliculas % de hastes
armazenamento

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 °
19B 43 46 11
20B 80 13 7
21B 68 32 0
22B 51 37 1
23B 54 39 7
24B 44 56 0
o5B 60 40 0
26B 13 61 25
27B 48 52 ©
28B 14 66 20
29B 48 41 1
30B 28 48 24
31B o 100 Y
328 100 0 0
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Tabela 6 - Percentagem de grainhas, peliculas e hastes das amostras de

bagaco (2 meses)

Composicao do bagaco

2 meses de % de grainhas % de peliculas % de hastes
armazenamento

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
9oC 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 4
27C 56 25 19
28C 58 42 °
29C 32 40 29
30C 42 40 18
31C o 100 Y
32C 100 0 0
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Neste trabalho foram adquiridos espectros NIR para misturas inteiras de bagaco
(n=96) e para misturas moidas (n=96), de modo a avaliar a capacidade desta técnica para
efetuar a caracterizacao fisico-quimica dos residuos inteiros assim como dos residuos
processados (figura 15). As misturas moidas foram obtidas ap6s a moagem das misturas

inteiras.

Bagago

Armazenamento
(1semana/ 1 més/ 2meses)

Peliculas / Grainhas/ Hastes

N — —
Misturas inteiras Detegao de outliers Composigao
j L Optimizagao da calibragao (% de grainhas e peliculas)
Varidveis latentes
NIR = Pré-processamento g
jr chifser Propriedades Quimicas
Misturas moidas Validagao do modelo de FLS (CFT e CAT)

CFT Extragao
CAT (etanol/agua (50/50), 180min)

L Extratos etandlicos

Figura 15 - Procedimento experimental para a analise dos residuos através da
espectroscopia NIR.

As anélises para determinacdo dos CFT e da CAT foram realizadas em extratos de
etanol/agua (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 bagaco moidas
foram extraidas com 20,0 mL de uma solucao etandlica num agitador orbital (GFL, tipo
3005) a 300 r.p.m. durante 180 minutos. Os residuos de vinho foram moidos antes da
extracdo de modo a reduzir o tamanho das particulas e aumentar o rendimento da
extracao fenolica e consequentemente a capacidade antioxidante.2® A razao liquido-so6lido
de 25 mg/mL para as amostras himidas (1 semana) e de 17,5 mg/mL para as secas (1 e 2
meses), esteve de acordo com outros trabalhos ja realizados, que descrevem que a extracao
maxima de CFT utilizando etanol/agua (50/50, v/v) foi obtida com 20 mg/mL.27 A
quantidade de compostos fenolicos extraidos foi medida ap6s 60, 120, 180, 240 e 300
minutos de extracdo. O rendimento da extracao apos 180 minutos nao foi estatisticamente
diferente (p>0,05) dos determinados em momentos de extracao mais longos (dados nao

mostrados). Devido a este facto, 180 minutos foi o tempo selecionado para a extraciao de
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CFT das amostras de bagaco moidas, o que esta de acordo com os resultados publicados
por Lafka et al..21¢ Este procedimento de extracao foi realizado em duplicado para todas a
amostras de bagaco, em dois dias diferentes. Depois da extracao, as amostras foram
centrifugadas a 9200 g durante 2 minutos (Jouan BR4i Multifunction Centrifuge, Thermo
Electronic) e a solugao etanolica limpida foi diluida 100 vezes com agua para a avaliacao
do CFT e da CAT.

2.2.1 Compostos fenolicos totais dos extratos do bagaco

O ensaio de Folin-Ciocalteu foi realizado numa plataforma de microplacas
(Synergy HT, Bio-Tek Instruments) aplicando uma solucdo tampao de carbonato como
reagente alcalino.2® Em cada poco da microplaca foi adicionado 150 pL de extrato diluido
(1:100), 50 uL de reagente de Folin-Ciocalteu (3:10, v/v) e finalmente 100 pL de solucao
tampao de carbonato (9% (m/v)). A reducao para pH alcalino dos sais de acidos
fosfotingstico-fosfomolibdico por compostos fenolicos dos extratos de bagaco foi
monitorizada a 760 nm, a cada 10 minutos durante 120 minutos. Solu¢oes de acido galico
com concentracoes entre 1,0 a 15,0 mg/L foram utilizadas como solucdes padrao. A
absorcao intrinseca das amostras foi avaliada através da adicao de 50 pL de HCI (0,6 M)
em vez de reagente de Folin-Ciocalteu, enquanto o branco foi realizado através da adicao
de 150 pL de 4gua em vez da solucdo padrao ou de amostra. A quantidade de CFT foi
expressa como equivalentes de acido galico (g de acido galico/kg de bagaco) e
determinada através do aumento da absorvancia a 760 nm, do declive do 4cido gélico, do

volume da solucao de extracao (0,020 L) e da massa de amostra (entre 0,35 € 0,50 g)

(equacao 14).
AAbs760nm Volume
CFT = (-8 ) ( ) (Eq.14)
Declive do acido galico Massa de amostra

2.2.2 Capacidade antioxidante total dos extratos de bagaco

A CAT foi determinada através da capacidade de cada amostra para reduzir o
ABTS+ utilizando uma plataforma de microplacas.2®8 Em cada poco da microplaca foi
colocado 150 pL de extrato diluido (1:100) e com uma pipeta multicanal foi adicionado
seguidamente 150 pL de solucdo de ABTS'* em tampao acetato (pH 4,6, 50 mM). A
diminuicao da absorvancia devido a reducao do radical pelos compostos antioxidantes foi
monitorizada a 734 nm de 30 em 30 minutos durante 5 horas. Solucées de Trolox com
concentracoes entre 5,0 a 50,0 uM foram utilizadas como soluc¢oes padrao. A estabilidade
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do radical na monitorizacdo da reacdo, que corresponde a absorvancia do ABTS'* na
auséncia de espécies antioxidantes, foi medida através da adicao de 150 pL de 4gua em vez
de amostra. A absorcao intrinseca das amostras foi avaliada através da adicao de 150 pL de
tampao de acetato (pH 4,6, 50 mM) em vez da solucao de ABTS*+. Para todas as amostras,
a absorcado intrinseca ndo contribuiu significativamente para as determinacdes visto que
os valores de absorvancia foram inferiores a 0,005. Os resultados da CAT foram expressos

em mM de Trolox/kg de amostra de bagaco, usando a equacao 15.

(Eq.15)

TAC = ( AAbs734nm ) ( Volume )

Inclinagdo do Trolox Massa de amostra
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2.3 Aquisicao espectral

Os espectros das amostras de bagaco foram obtidos em modo de refletancia difusa
num espectrometro de infravermelho proximo com transformada de Fourier (FTLA 2000,
ABB, Québec, Canada), equipado com um detetor InGaAs. A medicao foi efetuada através

de um acessorio e esfera de integracao acoplado ao equipamento (figura 16).

Figura 16 - Equipamento NIR utilizado

Cada espectro foi armazenado como sendo a média de 64 espectros com uma
resolucao de 8 cm™ ao longo de um intervalo de nimeros de onda entre 10000 e 4000 cm-
1. O equipamento foi controlado através do programa Bomen Grams (versao 7, ABB,
Québec, Canada). Para a aquisicdo dos espectros, as amostras de bagaco foram
introduzidas em frascos de borossilicato e posteriormente colocadas no acessoério rotativo
do espectrometro, de modo a assegurar medicOes mais representativas e homogéneas
(principalmente para as amostras inteiras). Analisou-se um total de 192 amostras,
especificamente 96 inteiras e 96 moidas. A cada 2 horas foi efetuado um branco,
utilizando um material de referéncia (Teflon). Obtiveram-se trés espectros por cada
amostra e a respetiva média foi utilizada para a analise posterior. Para remover as
variacOes espectrais indesejadas provocadas por desvios da linha de base, efeitos de
dispersao de luz, e variagcbes de temperatura, efetuou-se um pré-processamento espectral
através da aplicacao de um filtro Savitzky-Golay (filtro de 15 pontos, polinémio de segunda
ordem e primeira derivada), seguido da aplicacao da SNV.219 O filtro de Savitzky-Golay e a
primeira derivada foram aplicados a cada espectro. Posteriormente, os comprimentos de
onda que nao foram considerados na analise foram removidos e foi aplicado o método de
SNV.178
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2.4 Analise multivariada

Os métodos selecionados para a anélise de dados foram o PCA 220 e PLS.206

A detecdo de possiveis outliers foi realizada através da aplicacao do método de PCA
e com o auxilio das estatisticas Hotelling T2 e soma do quadrado dos residuos. Os modelos
relativos a composicdo do bagaco a nivel da percentagem de peliculas e grainhas, da
determinacdo 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
parametro. Uma das alternativas seria utilizar o algoritmo PLS2, no qual seria efetuado
um modelo para todos os parametros em conjunto.22 Para a construcao do modelo
através do método PLS, as 96 amostras disponiveis foram divididas aleatoriamente em
dois conjuntos: um destinado a calibracdo 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). Apds a divisao, o modelo de calibracao dos espectros
NIR foi analisado através do método de PCA. O conjunto de teste dos espectros foi
analisado utilizando as estatisticas Hotelling T2 e soma do quadrado dos residuos para
garantir que todas as amostras do conjunto de teste estdo cobertas pela variacao presente
nas amostras de calibracao. Visto que os dados amostrais cobrem diferentes periodos de
tempo de armazenamento, é indispensavel que as amostras para validacao e as amostras
para calibracdo estejam na mesma propor¢do para cada um dos tempos.22° A matriz
independente X (constituida pelos espectros) e a matriz dependente Y (constituida pelos
parametros medidos através dos métodos de referéncia) foram centradas na média antes
da aplicacdo do método de PLS. A otimizacao da calibracao do modelo (tal como a selecao
do melhor ntimero de variaveis latentes) foi realizada através do método de validagdo
cruzada (“random subset”) com um conjunto aleatério de oito divisdes dos dados
amostrais e 30 iteracoes.22 Apos a selecio do numero de variaveis latentes (RMSECV
minimo) o conjunto de teste foi analisado através do RMSEP, do R2 e do RER. O
coeficiente de correlacdo de Pearson foi calculado de modo a comparar os valores
experimentais com as estimativas do conjunto de teste. Os modelos foram validados
através do calculo do coeficiente de correlacdo de Pearson e do parametro RER para o
conjunto de teste, definida na equacdo 16. O parametro RER é um bom indicador para
avaliar a eficicia do modelo preditivo, visto que permite relacionar a variacdo 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

parametros em causa.223
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_ (Ymax = Ymin)
RER = Ymax—Ymin) (Eq.16)

Na equagao 16, 0 Ymax € Ymin 20 0s valores maximos e minimos, respetivamente, de
cada parametro utilizado na calibragdo. Para os espectros de amostras inteiras e para as
moidas foram efetuados diferentes modelos de calibragao PLS.

Todos os calculos foram realizados em Matlab versao R2009b (MathWorks,
Natick, MA, EUA), com a PLS Toolbox versao 5.5.1 (Eigenvector Research, Inc., WA,
EUA).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Compostos fenoélicos totais e capacidade antioxidante

total do bagaco

A determinacao dos compostos fenoélicos totais e a capacidade antioxidante total é
o ponto de partida para a caracterizacdo quimica de extratos de bagaco.5 Ambas as
determinacoes foram efetuadas em extratos etanolicos do bagaco considerando diferentes

tempos de armazenamento (tabela 7).

Tabela 7 - Valores de CFT e CAT obtidos para os extratos de bagaco para
diferentes tempos de armazenamento

CFT CAT
(g acido galico/kg de amostra) (mmol Trolox/kg de amostra)
Armazenamento | MédiatSD Min. Méx. Média+SD Min. Max.
1 semana 13.4£1.4 11.0 15.8 153414 129 175
1 més 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 padrao

Os CFT e a CAT das amostras de bagaco armazenadas durante 1 més a temperatura
ambiente foram considerados estatisticamente maiores do que as armazenadas durante 1
semana (p<0,05) mas nao podem ser considerados distintos das amostras armazenadas
durante 2 meses (p>0,05). A diferenca 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 ja nao se verifica essa diferenga. Assim, o
rendimento da extracdo fendlica por massa de bagaco ndo aumenta em amostras com
tempo de armazenamento superior a 1 més a temperatura ambiente. Para as amostras de
bagaco armazenadas durante 1 més, o valor de CFT variou entre 25,3 e 42,5 g de acido
gélico/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 acido galico/kg e 193
a 485 mmol Trolox/kg para o CFT e a CAT, respetivamente, para bagaco proveniente de
variedades de uva produzidas no Brasil.224 Foram verificadas correlacoes positivas altas
entre o valor de CFT e de CAT para 1 semana de armazenamento (R=0,963 e n=32), para 1

meés (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 correlacdo também foi evidenciada por outros autores para o
bagaco, peliculas e grainhas provenientes do processo de vinificacao.224 225

A determinacdo de CFT foi efetuada para peliculas e grainhas individualmente e
para misturas com uma proporcao de 50% de peliculas e 50% de grainhas em cada

periodo de armazenamento (figura 17).

45.0 - @ grainhas @ peliculas O grainhas / peliculas

a

40.0 4

35.0 +

30.0 4

25.0 A

20.0 4

CFT (g de dcidogdlico/ kg)

1 semana 1més 2meses
Tempo de armazenamento

Figura 17 - Determinaciao dos CFT das grainhas, peliculas e da mistura de
grainhas e peliculas em cada tempo de armazenamento. Os resultados
correspondem a média + o desvio padrao de duas analises realizadas em
quadriplicado. As diferentes letras de cada tempo de armazenamento
indicam diferencas significativas (p<0,05). As amostras das misturas de
grainhas /peliculas usadas foi a 18A, 2B e a 2C para 1 semana, 1 més e 2
meses, respetivamente.

Apbs 1 més de armazenamento, a quantidade de CFT por kg de amostra, para todos
os componentes de bagaco, aumentou quando comparada com o periodo de
armazenamento de 1 semana. Entre 1 e 2 meses de armazenamento, o valor de CFT da
pelicula diminuiu de 27,0 + 0,5 para 21,3 + 0,3 g de acido galico/kg, enquanto o valor de
CFT da grainha aumentou de 28,2 + 0,3 para 40,4 + 0,9 g de acido galico/kg. A
diminuicao dos CFT da pelicula deve-se a oxidacao das antocianinas predominantemente

presentes neste componente do bagaco e o aumento dos CFT nas grainhas deve-se a sua
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maior resisténcia aos processos de desidratacao e de oxidacdo.22s Foram obtidos valores
semelhantes para as misturas compostas por aproximadamente 50/50 % de peliculas e
grainhas para os periodos de armazenamento de 1 e 2 meses (28,4 + 0,5 € 27,2 + 1,3 g de
acido galico/kg, respetivamente). E possivel concluir que as grainhas possuem uma maior
quantidade de CFT por peso de amostra seca do que a pelicula da uva. Apés 2 meses de
armazenamento, foi observada uma tendéncia semelhante a nivel da CAT das grainhas,
das peliculas e da mistura de ambas, respetivamente 408 + 2, 222 + 4, e 295 + 13 mM
Trolox/kg. Estes resultados estao de acordo com a literatura, que evidencia que extratos
de grainhas da uva possuem maior quantidade de compostos fenolicos e uma maior
capacidade antioxidante do que os extratos de pelicula da uva.22s5 226 Este facto deve-se a
presenca de maior quantidade de flavanol, acido galico e proantocianidinas da grainha.
Outra justificacdo é o facto de que as grainhas sao ricas em flavanois esterificados com
acido galico que possuem elevada capacidade antioxidante.33 Assim sendo € possivel
afirmar que os residuos de bagaco, especialmente as grainhas, representam uma fonte

rentavel de compostos bioativos com potencial aplicacdo em outras industrias.
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3.2 Espectros NIR do bagaco

Os modelos de PCA realizados com base nos espectros NIR das amostras inteiras e
das moidas capturaram 99% da variancia total em trés componentes principais. Através da
analise das estatisticas Hotelling T2 e soma do quadrado dos residuos, foi possivel
confirmar a auséncia de outliers.22° Assim sendo, todas as amostras foram consideradas
nas analises posteriores.

Os espectros das amostras de bagaco inteiras e moidas apresentaram diferencas
substanciais entre os diferentes tempos de armazenamento, tal como esperado (figura 18a,
b). Os espectros revelaram uma diminuicao do sinal de absorvancia ao longo do periodo
de armazenamento devido a perda de agua. Esta reducao da absorvancia pode ser

observada na regiao 2 e 4 da figura 18a, b.
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Figura 18 — Exemplo de espectros NIR da mistura de grainhas, peliculas e
hastes obtidos para as amostras de bagaco inteiras (a) e moidas (b) nos
diferentes tempos de armazenamento: R1 (4800-4035cm™*), R2 (5385-

4800cm), R3 (6235-5385cm™), R4 (7275-6235cm™?) e R5 (9975-7275¢cm™).
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3.3 Modelo da composicao do bagaco e da respetiva

capacidade antioxidante

Antes da construcao dos modelos de PLS para ambos os conjuntos de amostras, os
espectros NIR foram divididos em regides segundo os seguintes niimeros de onda: 4800-
4035 (R1), 5385-4800 (R2), 6235-5385 (R3), 7275-6235 (R4), e 9975-7275¢cm™ (R5). Esta
divisao foi efetuada devido a localizacao das bandas de 4gua (R2 e R4) que podem ter uma
influéncia negativa sobre os modelos desenvolvidos.22” Nos espectros NIR, a informacao
relativa a parte quimica da amostra é capturada na regiao das bandas combinadas e do
primeiro sobretom, R1 e R3, respetivamente. A informacdo relativa a parte fisica da
amostra, tal como o tamanho das particulas ou a densidade, é capturada na regiao do
segundo e terceiro sobretom, R5.228 Foram efetuados modelos de PLS considerando todas
as regioes individualmente e todas as combinacOes possiveis entre as regidoes e
comparados de acordo com o RMSECV. Os melhores modelos, para avaliar os CFT e a
CAT, foram obtidos utilizando a combinacao das regioes R1 e R3. Este resultado foi obtido
para as amostras inteiras e moidas. A regiao 5 proporcionou os melhores modelos para a
determinacao da quantidade de peliculas e grainhas da uva. As regioes 1 e 3 apresentam as
contribui¢coes de CH3, CH., CH (aromatico) (regiao das bandas combinadas) e CH3;, CH
(aromatico), e SH (regiao do primeiro sobretom), respetivamente. A regiao 5 reflete as
contribui¢does dos grupos RNH., RNHR’, RCONH., e RCONHR’ (regidao 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 variaveis de CFT/CAT e quantidade de grainha/pelicula,
respetivamente. Os modelos PLS para as amostras moidas apresentaram melhores
resultados quando comparados com os resultados obtidos para as amostras inteiras (tal
como pode ser observado através do RMSEC, RMSECV, RMSEP, R2p, e RER) para todos
os parametros (CFT, CAT e percentagem de grainha e pelicula) e utilizaram um menor
numero de variaveis latentes. Este facto pode ser explicado pela maior homogeneidade das
amostras moidas. Apesar da utilizacdo de um acessorio de rotagdo para assegurar
medicOes mais representativas e homogéneas das amostras de bagaco, os modelos PLS
para as amostras inteiras tiveram sempre piores resultados do que os modelos
equivalentes realizados para as amostras moidas como referido anteriormente. Os
RMSECYV dos modelos das amostras moidas foram aproximadamente 60 a 70% inferiores

ao RMSECYV obtido nos modelos para as amostras inteiras.
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Tabela 8 - Resultados dos modelos de calibracao obtidos para a CAT e os CFT
das amostras de bagaco inteiras e moidas usando as regioes espectrais 6234-
5389 e 4806-4035 cm-1

i sy ke ki

CAT (mmol 7 21.9 27.8 24.4 0.914 10.9
Trolox/Kg de amostra)

CFT (g acido 7 2.98 3.79 2.52 0.928 10.1
gélico/Kg de amostra)

CAT (mmol 4 14.1 19.4 14.6 0.966 18.1
Moidas Trolox/Kg de amostra)

CFT (g acido 4 1.77 2.37 2.12 0.956 14.8
gélico/Kg de amostra)

Inteiras

Tabela 9 - Resultados dos modelos de calibracao obtidos para a determinacao
da composicao das amostras de bagaco inteiras e moidas usando a regiao
espectral 9975-7279 cm-1

LV RMSEC RMSECV RMSEP 2p RER

4 575 697 720 0885 139
Peliculas (%) 5.92 8.44 7.00 0.885 14.3

Grainhas (%) 4.58 5.05 5.67 0.936 15.7
Peliculas (%)

a W O,

3.94 5.18 5.35 0.914 15.0
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Os conjuntos de teste foram projetados nos modelos desenvolvidos e
demonstraram que estes respondem adequadamente a todos os parametros estudados nas
amostras moidas e inteiras (valores de RER acima de 10 em todos os parametros).
Obtiveram-se sempre melhores modelos de PLS para as amostras moidas. Assim os
modelos PLS utilizando as amostras moidas apresentaram menor RMSEP, maior R2p
(variando de 0,91 a 0,97) e maior RER (variando de 14,8 a 18,1). Os valores de RER e de
R2p 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 moidas, estes modelos promovem valores
muito aceitaveis, demonstrando que a espectroscopia NIR pode ser aplicada a amostras
inteiras para estimar de forma eficaz os CFT, a CAT e a quantidade de peliculas e grainhas
sem que exista necessidade de processar as amostras.

Para os valores dos CFT e da CAT, foram construidos modelos para cada tempo de
armazenamento. Os resultados obtidos para as amostras moidas (tabela 10) comprovam
que a técnica NIR tem a capacidade de prever os valores de CFT e da CAT apesar do baixo
numero de amostras (n=32, para cada modelo) e da baixa gama de valores de CFT e da

CAT dentro do mesmo periodo de armazenamento.

Tabela 10 - Resultados dos modelos de calibracao obtidos nos trés tempos de
armazenamento, para a CAT e os CFT das amostras de bagaco moidas usando
as regioes espectrais 6234-5389 e 4806-4035 cm-1

LV RMSEC RMSECV RMSEP R2p RER
5 6.92 8.26 5.42 0.815 7.19

CAT (mmol
Trolox/Kg de amostra)

CFT (g acido 5 0.588 0.667 0.496 0.881 7.65
gélico/Kg de amostra)

CAT (mmol 5 11.2 15.8 11.5 0.963 129
Trolox/Kg de amostra)

CFT (g acido 5 1.45 1.87 0.962 0.965 16.0
gélico/Kg de amostra)

CAT (mmol 5 8.99 14.7 12.1 0.915 14.7
Trolox/Kg de amostra)

CFT (g acido 5 1.84 2.06 1.71 0.890 10.8
gélico/Kg de amostra)

1 semana

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 calibragcdo tiveram um
desempenho inferior (dados nao apresentados).
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Os coeficientes de regressao foram analisados e comparados de modo a perceber
quais os numeros de onda que tém maior contribuicao para os modelos de calibracao. Os
numeros de onda que tiveram maior contribuicdo para a previsao dos valores de CFT e da

TAC foram semelhantes (figura 21).
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Figura 21 - Coeficientes de regressiao dos modelos PLS para os CFT e a CAT
das amostras de bagaco moidas.

Estes resultados eram os esperados visto que ambas as metodologias s3o sensiveis aos
compostos fendlicos.228 Os comprimentos de onda que mais contribuem para ambos os
modelos de calibracao situam-se em torno de 6250-5750 e 4750-4250 cm. As absorcoes
em torno dos 6030 e 6060 cm™ estdo relacionadas com a presenca de taninos23° e de
compostos aromaticos,'®” respetivamente. Os taninos absorvem em torno de 4660 e 4360
cm 230 e os flavonoides entre os 8000 e 6000 cm™ 231, Os vetores dos coeficientes de
regressao obtidos para a determinacao da quantidade de peliculas e grainhas em amostras
inteiras e moidas também foram muito semelhantes. Como tal, apresenta-se apenas os
vetores dos coeficientes de regressao para as amostras moidas na figura 22. A regido com a
maior influéncia para ambos os modelos situa-se entre 8750 e 7250 cm. Esta localizacao
esta relacionada com o alongamento C-H na regiao do segundo sobretom. No entanto sao
necessarios mais estudos de modo a perceber e identificar os compostos presentes nos

residuos de bagaco responsaveis por estas contribuicoes.
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Figura 22 - Coeficientes de regressao dos modelos PLS para a quantidade de
grainhas e peliculas das amostras de bagaco moidas.
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4 CONCLUSAO

Através deste estudo foi possivel comprovar que a espectroscopia de infravermelho
proéximo, juntamente com o auxilio de ferramentas quimiomeétricas, € capaz de determinar
de forma eficaz a quantidade de peliculas e grainhas, os compostos fenoélicos totais e a
capacidade antioxidante em residuos vitivinicolas, com vista a potenciais aplicacoes
industriais.

Os resultados dos modelos de calibracdo obtidos, baseados em modelos de
minimos quadrados parciais, evidenciaram que amostras moidas apresentaram melhores
resultados em termos dos parametros quimicos atras mencionados e na composicao em
grainhas e peliculas do que as amostras inteiras (ndo processadas). No entanto, as
amostras inteiras proporcionaram valores muito aceitaveis, permitindo concluir que a
espectroscopia NIR é eficaz na monitorizacao dos residuos com ou sem o processamento
da amostra.

Através da divisdao dos espectros foi possivel concluir que diferentes zonas
conferem diferentes informacoes sobre a caracterizacao fisico-quimica dos residuos. As
regides 4800-4035 e 6235-5385 cm™, que nao englobam a influéncia das bandas de agua,
sdo as mais adequadas para a avaliacao dos CFT e da CAT e a regiao 9975-7275cm™ é mais
adequada para a caracterizacao fisica das amostras (p.e. a determinacao da percentagem
de grainhas e peliculas).

Este método instrumental apresenta vantagens exclusivas na avaliacio dos
residuos, em relacdo a outros métodos correntemente utilizados. Contrariamente aos
métodos de referéncia, normalmente demorados e dispendiosos, a técnica de
infravermelho proximo é simples, rapida, possui um baixo custo por analise, ndo requer
reagentes, nao produz residuos e possibilita a analise de produtos in-situ sem
processamento da amostra. Se integrado num processo industrial pode fornecer
estimativas em tempo real sendo de estrema conveniéncia por exemplo para fazer um
screening rapido deste tipo de materiais. Além destas vantagens, a técnica de
infravermelho proximo demonstrou mais uma vez possuir a capacidade de analisar
simultaneamente varios parametros fisicos e quimicos o que a torna extremamente util
para a anélise destes residuos. Assim € possivel efetuar uma avaliacao rapida dos residuos
de modo a obter uma nocao prévia da sua composicao antes das dificeis etapas de extracao

dos compostos antioxidantes.
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5 PERSPETIVAS FUTURAS

Em termos de perspetivas futuras sdo diversas as possibilidades onde a
espectroscopia NIR podera ter bastante utilidade. Relativamente a inddstria vitivinicola,
esta técnica podera ser util na determinagao de compostos com elevado valor econémico
presentes nos residuos e na avaliacao do grau de pureza de compostos dos residuos apos a
sua extracao e separagdo. Tal como o armazenamento avaliado nesta dissertagdo, muitos
outros fatores podem ser considerados de modo a estudar a variabilidade do
comportamento dos residuos tanto a nivel fisico como quimico (p.e. influéncia do
transporte na capacidade antioxidante dos residuos).

Do mesmo modo que foi aplicada aos residuos vitivinicolas, esta técnica pode
também ser aplicada ao estudo de outros residuos agro-alimentares de modo a permitir o
seu reaproveitamento que é, hoje em dia, uma preocupagao crescente na nossa sociedade.
Além dos residuos, a espectroscopia NIR pode ser extremamente til quando aplicada a
alimentacdo humana e animal, a drea da bioenergia, as anélises agricolas (p.e. plantas,
solos, fertilizantes), entre outras.

O facto da técnica NIR permitir avaliar eficazmente parametros relativos a
composic¢ao quimica, propriedades fisicas assim como caracteristicas sensoriais, torna esta
técnica uma alternativa bastante interessante para a determinacdo da qualidade de
produtos e a sua autenticacdo. Desta forma, é também possivel aplicar esta tecnologia a
nivel industrial, especificamente no controlo de processos de produc¢iao onde o screening
rapido de produtos ou materiais seja essencial.

As caracteristicas da espectrometria permitem estender a avaliacao da capacidade
antioxidante as uvas in-situ e de forma nao invasiva, visto que, neste caso pode ser
utilizado um equipamento portatil que permite a sua portabilidade até ao local da vinha.

Apesar da diferenca entre a espectroscopia de infravermelho proximo e a
espectroscopia Raman, ambas se enquadram no campo da espectroscopia vibracional com
caracteristicas muito similares, o que significa que esta dltima podera ser também

extremamente 1til nas aplicacdes mencionadas anteriormente.
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Texto redigido segundo o Acordo Ortografico da Lingua Portuguesa de 1990.
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