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RE M i

“Desenvolvimento de Metodologias Analiticas Utilizando Espectroscopia
Visivel ¢ Infravermelho Préximo: Classificagao de agucares, determinacio

de BRIX e acidez total em sucos de laranja*.

Autor: Paulo Roberto Saliba
Orientador: Prof. Dr. Celio Pasquini

Este trabalho descreve o desenvolvimento de metodologias analiticas com
utilizagdo de espectroscopia visivel e infravermelho préoximo. No visivel
desenvolveu-se um novo método para a determinacio da cor ICUMSA de
agucares para exportagio. Para tal, secundatamente, construiu-se um
espectrofotometro multicanal empregando-se como detector um arranjo linear de
fotodiodos EGG-Reticon - RL 1024 . A faixa espectral coberta pela superficie
sensivel do detector foi de 414.6 - 652,7 nm. O equipamento foi utilizado para
medidas de reflectincia difusa visando determinacio da cor de acucares. Boa
correlagio (R = 0,93) foi observada entre as medidas de reflectincia a 420 nm e
os resultados obtidos pelo método convencional. Um espectrofotdmetro
mnfravermelho préximo (NIR) com monocromador baseado em filtro optico-
acustico sintonizavel (AOTF), foi empregado visando a determinacio simultinea
de acidez total e sélidos soliveis (grau Brix) em sucos de laranja. Medidas de
acidez total e sélidos soltiveis foram efetuadas em mais de 1000 amostras de suco
de laranja concentrado, obtidas durante um perodo de cerca de 2 anos, da
Citrosuco S.A. Os dados obtidos na faixa espectral de 1500 a 1900 nm foram
tratados por Regressio dos Minimos Quadrados Parciais (PLS) e obteve-se
valores de SEP (Erro Padrio de Previsio) (SEP Acidez 0,18 - SEP Brix: 0,21)
adequados 2o controle de qualidade de sucos de laranja concentrado para
exporta¢io. O método pode ser adaptado para o controle em linha destes
parametros na indistria de sucos.



ABSTRACT 11

“Development of Analytical Methodologies Using Visible and Near
Infrared Spectroscopy: Sugar classification and, determination of BRIX
and total acidity in orange juice”.

Author: Paulo Roberto Saliba
Adwiser: Prof. Dr. Celio Pasquini

This work describes the development of analytical methodologies using
visible and near infrared spectroscopy. In the visible range a new method for
determination of color index of sugars (ICUMSA) produced for exportation was
developed. Secondarily, a multi- channel spectrophotometer was constructed
employing a diode array detector EGG-Reticon - RL 1024. The spectral range of
the instrument was determined to be from 414.6 to 652.7 nm. The equipment
was employed to obtain the diffuse reflectance measurements aiming the
determination of the sugar color index. A good correlation (R = 0.93) was
observed between the measurements taken at 420 nm and the tesults obtained by
the conventional method. A near infrared (N IR) spectrophotometer with a
acousto-optical tunable filter was employed with the objective of  the
simultaneous determination of the total acidity and total dissolved solids in
concentrate orange juice. Measurements of the total acidity and total dissolved
solids were made for more than 1000 samples supplied by CITROSUCO S.A.
The results obtained in the spectral range 1500-1900 nm were modeled by Partial
Least Square algorithm (PLS) and SEP (Standard Error of Prediction) values of
0.18 and 0.21 were obtained for total acaidity and total dissolved solids,
respectively. The results were considered suitable for quality control of
concentrate orange juice. The developed methodology can be adapted to be used
in-line aiming the control of those parameters in the orange industry.



I. INTRODUCAO:

A Quimica Analitica atual tem se beneficiado dos avangos
tecnologicos  ocorridos nas  dGltimas  décadas, particularmente
“relacionados com o uso dos microcomputadores pessoais, nos
moldes hoje conhecidos. Processadores velozes, associados a
programas escnitos de forma “personalizada™ para um uso especifico,
tém permitido que um nimero muito grande de informacdes sobre
amostras sejam geradas e armazenadas com grande facilidade.

No que se refere a 4rea da espectroanalitica, por exemplo, 0 uso
classico da Lei de Beer [1] para a calibragio envolvendo apenas um
comprimento de onda tem cedido espaco para o uso de métodos
multivariados de calibragio [2], onde o espectro mteiro ou parte dele
¢ utlizado. TIsto permite que muitas informagdes, outrora
desprezadas, sejam aproveitadas. Com isto, a espectroscopia UV-VIS

e mfravermelho préximo (NIR), tém sofrido ampliacdes em seu uso.

L1. Espectrofotometria Aplicada 2 Quimica Analitica

Dentre os métodos instrumentais de anélise, destacam-se pela
importincia, os métodos espectrofotométricos [3,4], os quais se
baseiam na intera¢io da energia radiante com a matéria.

Ao estudarmos as propriedades e a natureza da energia radiante

nos deparamos com o que se convencionou chamar de duafdade



essencial. Sob alguns aspectos as propriedades da energia radiante sdo
as de uma onda, ja em outros aspectos fica evidenciado que a
radiagdo consiste em pacotes de energia discretos, chamados fétons.
Quando um ou vanos fétons sio envolvidos podemos dar o
tratamento de onda e obter resultados aproximados. Ji para um
tratamento 11goroso o conceito de particula se faz necessario. Féton é
um quantum de energia cujo conteudo E é diretamente proporcional

a freqiiéncia:
E=hv=hcA" (1)

onde h € a constante de Planck (6,6262x10* J.S"), v (Hz) é a

freqiiéncia, ¢ é a velocidade da luz no vacuo (2,99792x10° m.s?) e A é
o comprimento de onda.

Um feixe de radiagdo ¢ formado de energia que é emitida por
uma fonte. A energia se propaga através de um ou mais meios até ser
absorvida por um receptor. Neste percurso, da fonte até o Gltimo
absorvente, o feixe pode sofrer absor¢do parcial. Pode ainda sofrer
mudang¢a de direcio por refragio, difragdo ou reflexdo ou ainda pode
tornar-se parcial ou totalmente polarizado.

As mnteragdes fisicas entre a energia radiante € a matéria seguem
diferentes mecanismos e fornecem diferentes tipos de informagbes,

dependendo da regiio espectral em que ocorrem. Dai decorre a
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necessidade para o quimico analitico saber as mais importantes

transicoes, atomicas ou moleculares, relacionadas a cada regido

espectral: A Tabela I mostrada abaixo relaciona parte desta

informacio.

Tabela I - Regides do espectro eletromagnético:

Regido Faixa de A (e nimero | Iransi¢des envolvidas
de onda, cm™)
Raios X 0,01 -10 nm Elétrons das camadas K
eL
Ultravioleta distante 10 - 180 nm Elétrons de camadas
intermediarias
Ultravioleta proximo e 180 - 780 nm Elétrons de valéncia
vistvel
Infravermelbo proximo 780 - 2500 nm (13000 - | Vibracdes moleculares
4000 cm™)
Infravermelho médio 2500 - 50000 nm (4000 - | Vibracées moleculares
200 cm™)
Infravermelho distante 50000 - 1000000 nm |Rotacdes moleculares e
(200 - 10 cm™) vibracdes fracas

Microondas

0,1-100 c¢m (10 - 107

cm’™)

Rotagdes moleculares




Os espectros de emussdo/absorcio dos atomos sdo constituidos
normalmente por hnhas. Ji os das moléculas por bandas. Os nivess de
energia responsaveis pelos espectros atdémicos mostram os diferentes
estados de energia permitidos para seus elétrons. Numa molécula, a
emiss3o ou absor¢io de energia pode ocorrer em transicSes entre
niveis de enetgia ndo relacionados a transicbes eletrdnicas. Uma
molécula pode, também, mudar seu nivel de energia de duas
manerras: variagdo da energia rotacional da molécula e varacio da
energia vibracional da molécula. A molécula sé pode existir em certos
nivers discretos de energia vibracional e rotacional, j4 que essas
energias internas s3o quantizadas, da mesma maneira que a energia
eletronica.

Transicbes entre diferentes niveis de energia eletronicos
moleculares ddo origem aos chamados espectros eletrénicos, os quais
ocorrem nas regides do #sire/ ou ultravioleta. Transicdes entre niveis
vibracionais com o mesmo estado eletrénico ddo origem a espectros
na regiio do mfravermelho e do nfravermelbo priximo. Estes espectros
s30 chamados espectros vibracionais-rotacionais.

Os espectros sdo obtidos com o uso de instrumentos
denominados espectrofotOmetros que apresentam caracteristicas
diferentes com relagdo aos seus componentes em funcio da faixa de
compnmento de onda de operacio e pela forma de obtencio da

medida espectrofotométrica (ex., transmitancia ou reflectincia).



I2. Detector de Arranjo Linear de Fotodiodos (PDA,
Photodiode Array).

Os sistemas oOpticos utilizados em  espectroscopia  sio
classificados  como multiplexados e nio-multiplexados. Os
instrumentos ndo-multiplexados podem empregar um ou vérios
detectores[3,5]. Os que empregam varios detectores sio chamados
multicanals ou espaciais e monitoram simultaneamente vérios
comprimentos de onda. Ji os que empregam somente um detector
530 chamados monocanais ou temporais € 0 monitoramento dos
diversos comprimentos de onda é feito de forma sequiencial. Os
mstrumentos nio-multiplexados podem ser dispersivos quando
utthzam rede de difragio e nio dispersivos quando empregam fitros
ou diodos emissores de luz (LED).

Os mstrumentos multiplexados empregam um dnico detector
que recebe informagdes simultineas. Estas informacdes sio
codificadas de acordo com um determinado padrio e transformadas
posteriormente em informacdes espectrais, através de métodos
matemiticos. Estes instrumentos podem utilizar, amnda, sistemas
dispersivos, como espectrofotdmetros com transformada de
Hadamard (6 ] ou sistemas nio dispersivos, como espectrofotdmetros
com transformada de Fourier [7 ].

Os mstrumentos multicanais normalmente possuem um

monocromador fixo ou rotativo, dependendo de sua aplicacio e



empregam como detectores filmes fotograficos, arranjo de
fotomultiplicadoras, dispositivos de transferéncia de carga (CTD,
Charge Transfer Devices) e arranjos lineares de fotodiodos (PDA).

O espectrofotometro visivel construido para a primeira parte
deste trabalho pode ser classificado como: nio-multiplexado, de
monocromador fixo, dispersivo e multicanal, que sio os fotodiodos.

Os mstrumentos multicanats apresentam algumas vantagens em
relagio aos monocanais, como menor tempo de aquisicio de
espectros e melhor relagio sinal-ruido (S/N) [9,10].

A aquisi¢do de dados de forma simultidnea permite diminuir o
tempo de anadlise. O uso do monocromador fixo possibilita a
aquisicao de espectros nos quais as distorgdes sdo minimizadas e em
poucos milisegundos. A medida do comprimento de onda é feita com
alta reprodutibiidade, pos esta nio é determinada pelo deslocamento
da rede de difracio.

Um detector de arranjo linear de fotodiodos [8-10] ¢
constituido de um circuito integrado Unico. Ele possui um sensor de
radiagdo, um elemento de leitura ¢ um elemento de armazenamento,
sendo fabricado em um tnico cristal de silicio. Cada diodo atua ao
mesmo tempo como elemento de armazenamento de carga e como
transdutor de intensidade luminosa/carga elétrica.

O PDA, ao ser fabricado, € submetido 2 uma oxidagio na sua

superficte, formada de um substrato semicondutor do tipo-n,



produzindo uma camada de dxido de silicio. A espessura do 6xido
formado pode varar de 0,4 a 3,0 pm [5,11). Através de um processo
de fotolitografia, sio abertas pequenas janelas na camada de éxido de
silicio. Difunde-se um semicondutor do tipo-p nas janelas abertas,
formando-se as jun¢des pn.

A Figura 1 apresenta um diagrama esquemaitico do cristal de

silicio e da geometria do sensor.

Figural - Diagrama esquemitico da geometria de um arranjo linear
de fotodiodos.



Cada diodo do arranjo é um mindsculo capacitor formado pela
polarizacdo reversa que ocorre entre as juncdes dos semicondutores
tpo p e tpo n. Cada elemento capacitivo (diodo) formado pela
polanizacio reversa entre a juncio pn, é um elemento fotosensivel do
arranjo [5]. Assim, como mostrado na Figura 1 cada elemento
apresenta uma geometria com razdo de 100:1 (2,5 mm x 25 um),
adequada para ser utlizada na saida de monocromadores

CONVENCcIonais.

L.3. Reflectincia

Quando a liz incide numa superficie, um dos fendémenos
possiveis de ocorrer € o da reflexdo. Dois processos distintos podem
ocorrer (Figura 2). O primeiro processo é a reflexdo especular, a qual
ocorre na superficie de um meio espelhado onde ha reflexio de modo
regular (externa). O outro tipo ¢ a reflectdncia difusa [12-14], onde a
radiacio penetra e, subseqiientemente, reaparece na superficie do
ststerna, resultado da absorgio parcial e espalhamento multiplo dentro
do sistema. Esses dois processos sio complementares, sendo que a
reflexdo especular pode ser eliminada ou minimizada através da

preparacdo da propria amostra ou arranjos GpHcos.



| AN I
________ N
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Figura 2 - Interacdo da luz com um sélido Opticamente Denso: a =
luz mcidente; b= luz difusamente refletida; ¢c= cobertura da cela; d=

janela da cela; e = cela da amostra. ’
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A reflectancia difusa ¢ dependente da composigio do sistema,
andlogo a absorcdo da luz. Somente o componente refletido
difusamente pode conter a mnformacio da absorcdo relativa a
composi¢io da amostra.

Alguns modelos matematicos para a reflectincia difusa foram
propostos [13-15]. O modelo mais amplamente usado para interpretar
quantitativamente os dados de reflectancia difusa é o de Kubelka-
Munk [ 13]. A chamada funcio de Kubelka-Munk, F (R) , é definida

F(R) =(1-R)*/ 2R = KC (2

onde R ¢ a reflectancia difusa, C a concentracio e K é uma constante

envolvendo os coeficientes de absorcio e de espalhamento.

1.4. Qualidade de agiicares

Um dos parametros utilizados na avaliagdo da qualidade de
agucares para a exportacdo [16} ¢ a medida da cor ( cor ICUMSA -
International Commussion for Uniform Methods of Sugar Analysis).
Quanto mass escuro for o ag¢icar, maior serd o valor numérico da cor
ICUMSA. A cor do agicar é devido 2 umidade e cinzas (silica,
aluminio, ferro, 6xido de cilcio, 6xido de magnésio, oxido de

potassio, oxido de sodio, cloro, acido fosfdrico, acido sulftirico, dcido
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carboxilicos, etc.) incorporadas durante o processo de cristalizacio do
agucar. As cinzas sdo impurezas que estio diretamente relacionadas
com o percentual de nfo-aglicar e somadas 4 umidade podem chegar
a4 % (m/m) da amostra.

O fator umidade tem muita importincia na conservacio do
agucar, sendo o maior responsivel pela deterioragio do produto. A
perda da qualidade se di quando a porcentagem da umidade
ultrapassa 1% (m/m). O principio fundamental de sua conservacio
esta em produzi-lo seco e manté-lo armazenado neste estado. Devido
as propriedades higroscopicas do aglcar, sobretudo quando os cristais
se apresentam cobertos por um fino filme de mel exausto (melago),
torna-se mpossivel manté-lo seco. No entanto, boas condicdes de
armazenagem  (espago, empilhamento, temperatura ambiente,
umidade relativa do ar, ventilagdo, etc) e ensacamento podem
diminuir a velocidade de absorcio da umidade e consequentemente
retardar a deterioracio.

O mel exausto ¢ um subproduto resultante de massas cozidas
de terceira, submetidos as turbinas centrifugas que o separam dos
cristats de aglicar da massa de mesma classe. Tal mel ja foi duas vezes
a0 tacho de cozimento a vicuo ¢ j4 passou duas vezes pelos
cristalizadores e turbinas. A composigio do mel é varidvel, no

entanto, de maneira aproximada, possui um conteddo total de
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agucares (sacarose e glicose) de cerca de 55 %; 20 % de 4gua; e 10 %

de cinzas.

O Método de Ensaio para a Determinacio da cor ICUMSA do

agucar, estabelece as seguintes etapas:

Homogeneizar e quartear as amostras de actcar coletadas.
Pesar com precisao de 0,01 g, exatamente 100,00 g de acticar
e transfenir quantitativamente para erlenmayer de 250 mL.
Adicionar 100 mL de agua destilada medidos em pipeta
volumétrica de 100 mL.

Dissolver o aglicar completamente com auxilio de agitador
magnético.

Montar o conjunto de filtracio, colocando o pré-filtro sobre
a membrana de 0,45 u.

Filtrar a solu¢io aplicando vacuo.

Desprezar os primeiros 30 mL e coletar o restante
diretamente no kitassato. O filtrado deve se apresentar
limpido.

Termostatizar o refratdmetro a 20 ° C utilizando o banho
termostatico.

Determinar o Brix refratométrico do filtrado isento de
bolhas de ar. O valor do Brix refratométrico deve se situar
entre 49,5 ° € 50,5 ° . Se o valor obtido for maior que 50,5 °

cornigir com 2 adigZo de volume adequado de 4gua destilada.
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Se o valor obtido for menor que 49,5 °, descartar a solucdo e
reiniciar O Processo.

* Ajustar o especrofotdmetro em comprimento de onda de
420 nm, acertando 100 % de transmitincia com 4gua
destilada.

* Lavar por 3 vezes a cubeta de vidro com parte do filtrado.

* Encher a cubeta (5 cm de caminho éptico) com o filtrado
restante e determinar a sua transmitdncia T. O valor da
transmitancia lida devera situar-se entre 20 e 80 %. Caso a
transmitancia seja menor que 20 %, desconsiderar a leitura e
repetir 2 medida utilizando cubeta de 1 em de caminho 6tico.

* Os resultados sio expressos em termos numéricos,

utlizando-se a seguinte equacio:

COR ICUMSA (420 nm) = 1000 (-logT)/(b . ¢), onde T =
transmutancia lida no aparelho; b = caminho 6tico da cubeta utilizada
em cmy; ¢ = concentragdo da solugdo de aglicar em g/ml. encontrada
em fun¢io do Brix e da densidade:

¢ (g/mL) = (Brix . densidade 20° C/4°C)/100

A Resolugio n® 02/84, de 05/04/1984, do Ministério da Industria e
do Comércio do Brasil, estabelece parimetros para a classificacio de

agucares segundo o teor de sacarose e a cor ICUMSA (Tabelas II e
).



Tabela II - Classificagio de agticares pelo teor de sacarose:

TIPO DE ACUCAR POLARIZACAO MINIMA

(°Sa20°C)

Demerara 96,00 a 98,00
Standard 99,30
Cristal Superior 99,50
Cristal Especial 99,70
Cristal Especial Extra 99,80
Refinado Amorfo 99,00
Refinado Granulado 99,80




Tabela III - Classificagio de agicares pela cor:

Cor a 420 nm (valores TIPO
maximos)
maior do que 760 Demerara

760 Cristal Standard

480 Cristal Superior

230 Cristal Especial

150 Cristal Extra Especial

80 Agucar Refinado Amorfo
45 Acgucar Refinado Granulado

Os métodos de andlise de aclcares na inddstria acucareira

podem ser divididos em quimicos e fisicos. O método fisico mais

importante na andlise de agicares é a polarimetria, baseada na

propriedade que apresentam as substincias opticamente ativas, entre

as quais 0s agucares, de alterar a inclinagio do plano de vibracio de

uma luz polarizada. Dentre os métodos quimicos, os mais

empregados s3o aqueles fundamentados na reagio dos acticares

redutores com solugées de complexo de fon ciprico (sal de Horne).
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L5. Controle de qualidade industrial de suco de laranja

A Indistaa Brasileira responde por mais da metade [17] da
produgdo mundial de suco de laranjas. Para que o produto brasileiro
seja exportado hid necessidade de que o controle de qualidade seja
tiggdo e os produtos s6 embarcam desde que a qualidade esteja
devidamente certificada.

A grande demanda de analises é suprida pelos laboratérios das
proprias indistrias de suco. Grau Brix, acidez total, glicose, frutose,
sacarose , acido citrico, acido isocitrico, acido malico, prolina,
potassio, sodio, fosfato, pectina e dcido ascérbico, sio algumas das
determinacdes rotinetras realizadas nas indastrias. Para os sucos
concentrados 0s parametros usuais sio grau Brix (66,0 £ 0,5 g/100g)
e Acidez total obtida por titulagio potenciométrica até  pH 8,2 [17]
(3,0 2 8,0 g/100g). Ja para a andlise de sucos reconstituidos (grau brix
= 11,20 a 11,50 g/100g), ou seja, diluidos e com o acréscimo de
vanas substancias, alguns valores estdo listados na Tabela abaixo:
Tabela IV - Teores médios para alguns constituintes de suco de

laranja reconstituido:

Acido Citrico 1,726,7 g/L
Acido Ascorbico 200 a 380 mg/L
Prohna 500 a 1500 mg/L
Pectina Total 500 a 2000 mg/L
Pectina solivel em dgua 200 a 1500 mg/L
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Muitos procedimentos de anilise sio demorados e caros. Um
desafio a ser vencido é o de simplificar as rotinas e torni-las baratas e
rapidas. Para isto o uso de um espectrofotémetro NIR aliado ao
tratamento matematico da calibragio multivariada podera permitir
avangos significativos neste mister.

A literatura intemacional [17-21] que trata da anilise de sucos
de laranjas mostra que a maioria dos trabalhos abordam o tema da
adulteracdo. Trabalhos realizados no Brasil e publicados em revistas
de analise de alimentos, sio raros. O Artigo de Revisio de Robards e
outros [17], publicado em 1995 chega a insinuar, que a falta de
trabalhos brasileiros sobre sucos de laranjas industrializados tem por
finahidade ocultar a baixa qualidade da indGstria brasileira. Estas
acusagOes nos parecem mfundadas, dai a necessidade de trabalhos
desenvolvidos no meio académico sobre sucos de laranjas brasileiros.

Twomey et al [19], realizaram uma série limitada de
expenimentos com a finalidade de demonstrar o potencial da
espectroscopia NIR na deteccio de adulteracdes de sucos de laranja.
Para 1sto utilizaram 65 amostras de sucos de laranja concentrados
obtidos do Brasil e de Israel. As amostras foram adulteradas com 10
Yo (m/m) de (1) polpa lavada de laranja; (2) suco de toranjz; (3)
agucar smtético/mistura de icidos e 5 % (m/m) de (4) polpa lavada
de laranja; (5) suco de toranja . Espectros de todas as amostras na

faixa de 1100 - 2498 nm foram obtidos num espectrofotdmetro NIR
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6500 (Siver Spnngs, MD, USA). A Analise de Componentes
Panncapais (PCA) foi utlizada para reduzir cada espectro a 20
componentes prncipass. Andhise de Fatores foi utilizada para
distinguir os diferentes grupos de amostras. Usando sucos de laranja
concentrado puro ¢ com 10 % de adulteracio foram obtidos
resultados exatos na previsio de 94-95 % das amostras. Para as
amostras de suco puro e com 5 % de adulteragio a classificagdo
correta foi obtida para 94 % das amostras. Os resultados mostraram
que a aplicagio de PCA e Analise de Fatores discriminantes nos
espectros de reflectancia NIR permitem detectar adulteracées com
uma precisaio média de 90 %. Ademais, nenhuma amostra nio
adulterada fot prevista como adulterada, durante todo o trabalho.

Li et al [20] utlizaram a combinagio de NIR e Calibracio
Multivaniada para a determinacio de glicose, frutose, sacarose, acido
citrico € acido malico em sucos de laranja. As concentracdes destes
componentes foram analisadas pelo método enzimatico e
consideradas como referéncias relativas para espectroscopia NIR.
Espectros do extrato seco de 218 amostras de sucos de laranja foram
obtidos na faixa de 1100 - 2500 nm. Os dados do espectro original
NIR foram tratados por pré-tratamentos matemAticos como
transformacdes derivativas e MSCorrection. SMLR (Regressdo Linear
Multpla por Passo) e PLSR (Regressio de Minimos Quadrados

Parciass) foram usados para criar modelos de calibracdo relacionando
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os valores das referéncias quimicas com os dados espectrais. A
habilidade de previsdo dos modelos de calibragio foram aceitiveis em
comparacio com os métodos de referéncia. Os resultados obtidos
com PLS1 foram hgeiramente melhores do que os obtidos pelo
método de calibragio SMLR (Regressdo Linear Mltipla por Passo).
Na previsdo, o 4cido milico, em menor concentragio (0,28 g/L),
apresentou um erro relativo grande. Tal erro relativo foi > 10 %.
Evans et al [21] utilizaram espectroscopia NIR para determinar
a autenticidade de sucos de laranja através da anslise discriminante de
3 fontes de sucos. Trés pré-tratamentos e cinco transformacdes de
dados para melhorar a discriminacdo foram comparados. A Anslise
de Componentes Principais de 92 amostras usadadas na calibracio
for seguida pela Andlise de Vaniaveis Canonicas, utilizando acima de
25 componentes principais. Os resultados foram comparados através
de pré-tratamentos e transformacdes para a calibracio e teste de
dados (50 amostras). Obteve-se 100 % de sucesso na previsio,
usando 25 componentes principais, nenhuma transformacio e
nenhum pré-tratamento. Aplicando-se MSCorrection (ver paginas 45-
46) com e sem pré-tratamento e transformagdes a porcentagem de
previsdo correta cai para 98 %. O pior resultado obtido na previsio

for de 78 % utilizando Segunda derivada e sem pré-tratamento de
dados.
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A determunagio de concentragdes individuais em misturas de
acidos € de grande valor em trabathos analiticos, tanto na indistria
como na pesquisa. Muitas técnicas sdo utilizadas, desde métodos
instrumentais como HPLC [22] e Voltametria de onda quadrada [23],
bem como métodos cromatograficos como Cromatografia em
Camada Delgada [24], Cromatografia Gasosa-Espectrometria de
Massa [25], Cromatografia Liquida Parti¢io-Exclusio de lons [26], e
titulagbes como Titulagbes potenciométricas [27] e Titulacbes em
sisternas de Analise Por Injecio em Fluxo [28].

Os sucos de frutas contém uma grande variedade de acidos, os
quass s3o onundos da propria fruta ou colocados pela indistria com
as seguantes finalidades: (a) modificar a dogura do aglicar presente; (b)
irnitar o sabor da fruta; (c) como preservativo em xaropes ou solucdes
coloridas e (d) para catalisar a inversio da sacarose no xarope ou
bebida.

Acidos em frutas citricas sio formados por energia liberada do
ciclo do daido  citrico (Ciclo de Krebs). Entre os 4cidos presentes em
sucos de frutas comerciais podemos citar: acido ascérbico, icido
citrico, acido malico, acido tartarico, dcido fumarico, icido adipico,
acido sorbico, acido succinico, dentre outros.

Em sucos de frutas citricas, como no suco de laranja, os acidos
que predominam sdo o acido citrico € o 4cido malico. Para a

exportacdo de sucos de laranja concentrados, muitas analises sdo
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requendas. Dentre as analises , destacam-se, pela importancia, o teor
total de 4cidos € 2 medida do grau Brix. Estas duas determinacdes sio
rotineiramente feitas durante o processo de obtencio do suco de
laranjas concentrado. O grau Brix é obtido através do método
 refratométrico clissico e a acidez total é obtida por titulagio

volumétrica empregando deteccio potenciométrica.

L6. Algumas caracteristicas e fundamentos de espectroscopia
no infravermelho préximo(Near Infrared, NIR):

A regido do espectro eletromagnético correspondente  ao
mfravermelho préximo compreende a faixa de comprimentos de
onda entre 780 nm até 3000 nm (final do visivel até inicio do
nfravermelho médio) [29). Ela foi descoberta em 1800 por um
astronomo de nome Herschel [30]. Utilizando um prisma de vidro
para decompor a luz, Herschel movia um termémetro através das
cores com o objetivd de saber qual a cor ou cores do espectro eram
responsaveis pelo calor produzido. Ele observou que havia uma
pequena variagdo de temperatura entre as cores. Ao colocar o
termometro além da regido do vermelho notou uma grande variacio
de temperatura. Como sabemos que o infravermelho médio e o
nfravermelho longinquo ndo passam através do vidro, o que

Herschel descobriu, na realidade, foi 2 regiio do infravermelho
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préoximo. A regido do espectro NIR compreendida entre 700 e 1100
nm é conhecida como Regiio de Herschel [30]. |

A ongem do espectro NIR estd associada principalmente a
anarmonicidade das hgacbes hidrogénio-carbono, hidrogénio-
nitrogénib e hidrogénio-oxigénio, causada pela pequena massa do
atomo de hidrogénio e o grande momento de dipolo das suas ligacées
com 4tomos de carbono, nitrogénio e oxigénio. Se as ligagdes
obedecessem o modelo tebrico do Oscilador Harménico, o diagrama
de energia potencial seria uma parabola sem distor¢des das bordas e
nivets de energia espagados igualmente. Devido a anarmonicidade, o
que se observa no diagrama de energia potencial é uma parébola
distorcida nas bordas e niveis de energia com espagamentos desiguais,

O que permute ongnar o espectro de bandas na regido do

mfravermelho proximo.
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Figura 3 - Transi¢des de niveis vibracionais que podem ocorrer no
IV-médio (a) € no IV-proximo (b).

Como as bandas de absor¢io no infravermelho préximo sio
harménicas originanias da interacio de diferentes modos vibracionais
e de combina¢des das bandas fundamentais, suas mntensidades sio
baixas. Enquanto a freqiéncia e o comprimento de onda da banda
fundamental dependem da geometria, massa atdémica e forcas intra-
moleculares, a mtensidade da banda depende das variacbes causadas
no momento de dipolo pelo deslocamento vibracional. A intensidade
das harmonicas reflete a intensidade da fundamental, sendo também,
afetadas pela anarmonicidade. A intensidade da primeira harménica
esta por volta de 10% da mntensidade da fundamental e a segunda

harmoénica por volta de 1%. Para bandas de combinagio (simples,



24

bnanas ou de maior ordem) também ocorrem grandes diminuices
de intensidade. As ligagdes predominantemente responsiveis pelas
ocorréncias espectrais na regiio NIR sdo: C-H, N-H e O-H.

As bandas fundamentais normalmente ocorrem no IV- Médio.

Bandas Harmonicas, também chamadas bandas de sobretons ou de
"overtone”, sdo bandas de absorcio miltiplas das fundamentais. Para
a freqiiéncia fundamental (V), a primeira harménica é dada por 2 v, a
segunda por 3 v, e assim por diante. Elas originam-se das transicdes

onde v = 2, 3,... e sua intensidade é bem menor do que as das bandas
fundamentais. Na pratica estes niveis de energia nio sio espacados
igualmente, devido a  anarmonicidade. Em conseqiiéncia, a
ocorréncia destas bandas ndo se di exatamente 3 freqiiéncias
multiplas da freqiéncia fundamental. De fato, elas sio deslocadas
para comprimentos de onda maiores, ocorrendo na regido NIR.
Bandas de Combinacio sdo as bandas de absorcio obtidas a
partit da diferenca ou soma de duas ou mais freqiiéncias
fundamentais diferentes (v * nv), onde n, e n, sdo os estados
vibracionass. Uma combinagio biniria é constituida da diferenca, ou
soma, de duas bandas de absorcio, combinacio terniria, de trés
bandas, etc. O mecanismo de variacio simultinea de dois ou mais
numeros quinticos vibracionais (combinagio) é chamado de

mecanusmo de Stepanov.
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Um espectro NIR contém, portanto, principalmente
informag;ées. sobre 2 quantidade de 4tomos de hidrogénio ligados a
carbono, nitrogénio e oxigénio.

As analises por NIR sio rapidas, j4 que dispensam, muitas vezes,
O preparo da amostra, utilizando pequenas quantidades de amostra, as
quais ndo sdo destruidas.

As aplicagdes de medidas de transmitdncia para anilises
quantitativas [31] em amostras sélidas ou em solucdes concentradas
tém crescido rapidamente nos dltimos anos. Avancos em
intrumentacdo, inclusive com o desenvolvimento de programas
computacionais mass adequados para o processamento do sinal,
monocromadores com melhor desempenho (por ex: AOTF) e uso de
tratamento quimiométrico, tem tornado a espectroscopia NIR uma
ferramenta atrativa para uma grande quantidade de materiais nas 4reas
de agricultura [19,29,32-34], indistria  alimenticia [29,35,36],
petroquimica [37-42], téxtil [43], farmacfutica [44-48], sistemas
biologicos [49-52] e  outros segmentos industriais, de uma maneira

geral.

I.7. Transmitincia
As intensidades das bandas em espectroscopia NIR sio
referidas em termos de transmitincia ou absorbancia [29].

Transmitincia € a razio da energia radiante transmitida através de
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uma amostra com a energia radiante aplicada sobre a amostra.
Absorbancia € o logaritimo reciproco da transmitincia (A = log 1/7T).

Os espectros para posterior tratamento foram  calculados
usando-se as medidas de transmitincia, empregando a cela vazia
como referéncia e foram obtidos para cada comprimento de onda
sendo convertidos para valores de absorbincia, pela expressio

abarxo:

A=-Log I/I, (3)

onde A ¢ o valor da absorbincia, I, ¢ a intensidade do feixe medido
para cada comprimento de onda da cela vazia , e I, é a intensidade
do feixe para cada comprimento de onda, obtido com a cela

contendo a amostra.

I.8. Filtros éptico-aciisticos sintonizdveis (Acousto Optic
Tunable Filters, AOTF)

A espectroscopia NIR se vale de instrumentacio similar 3
utthzada para a espectroscopia de absor¢io no UV-VIS. Lampadas de
tungsténio sdo usadas como fontes e celas s3o usualmente de quartzo
ou vidro, como as utilizadas na regido de 200 a 700 nm. Os detectores

sdo, geralmente, fotocondutores de sulfeto de chumbo (PbS). Alguns
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instrumentos empregam virios filtros de interferéncia para selecio de
bandas de radiacdo. Com 2 evolugio dos monocromadores, passou-se
a utihzar grades de difracio, sistemas com transformada de Fourier e
Filtros Optico-Acustico Sintonizaveis (AOTE).

O monocromador de AOTF baseia-se no efeito dptico-aciistico
[54,53], teorizado em 1922 por Brillouin, segundo o qual a onda
luminosa poderia ser difratada por uma onda actstica. Em 1932,
Debye e Sears [54,55] observaram pela primeira primeira vez o efeito
de mnteragio luz-som, ou seja, o efeito 6ptico- aclstico. Esta idéia esta
fundamentada no fato de que quando uma onda acistica propaga em
um material transparente, ela produz uma modulacio periddica no
indice de refragdo devido 2 mudanca na densidade no meio acastico,
induzido pela compressdo e rarefacio da onda sonora que nele se
propaga. Em conseqiiéncia a propagacio de uma onda actstica
produz uma rede de difracio mével que ird difratar fracdes da luz

incidente. Ver Figura 4 abaixo:
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Figura 4 - Difracdo da luz em meio isotrépico.

O uso de AOTF apresenta um grande nimero de vantagens
em relacdo aos monocromadores usualmente utilizados. Nio possiu
partes moves, ja que a selecio do comprimento de onda é feita
atraves da ridio-freqiiéncia aplicada (RF), o que permite acesso
rapido e aleatério a qualquer comprimento de onda. A largura da
banda € estreita (cerca de alguns nanometros). O AOTF é um
dispositivo de dimensdes reduzidas (3x3x6 cm) que permite o uso de
fibra 6ptica no feixe de saida , possibilitando seu uso em processos
industriais que necessitem monitoracio imn/on-line. A eficiéncia de

transmussdo de luz por um AOTF pode chegar a 98%.



1.9. Quimiometria

Quando varias medidas instrumentais sdo realizadas para uma
mesma amostra ¢ diversos valores para muitas vaniaveis sio obtidos, a
anabise de dados necessita ser feita através das técnicas matematicas
da Estatistica Multivariada.

O emprego das técnicas Matemiticas e da Estatistica
Multivaniada para uso no tratamento de dados quimicos levaram ao
desenvolvimento de wuma nova 4rea na Quimica, a
Quimiometria[2,28,56).

A Qumiometria ¢ assim entendida como a parte da Quimica
que utihza métodos estatisticos e matematicos para selecionar ou
definr as melhores condi¢des para a obtencio de medidas
expenmentais e permitir 2 obten¢do mais completa possivel de
informagdes, a partir de dados fisico-quimicos.

A classificagdo das amostras, de acordo com suas propriedades,
bem como a quantificagio de varidvess e até mesmo a previsio de
resultados, tornaram a Quimiometria indispensavel em muitas ireas

quirnicas, como por exemplo nas anilises por infravermelho préximo

[29].
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L.10. Andlise de Componentes Principais (PCA) e Regressdo de
Componentes Principais (PCR):

A Analise de Componentes Principais [57] fo1 introduzida no
tratamento de dados quimicos por Malinowski, no final dos anos 60.
O nome dado na época era o de Analise de Fatores.

O objetivo principal desta técnica é o de encontrar relacdes
entre objetos e classifica-los de acordo com suas similaridades. Deve
também detectar as amostras anémalas, ou seja, aquelas que ndo
pertencem a nenhuma das categorias de amostras conhecidas.

A Andhse de Componentes Principais é utlizada para a
redu¢do de dados. Pode ser entendida geometricamente como um
método para encontrar uma estrutura linear (reta, plano, hiperplano)
que modele de forma adequada o conjﬁnto de pontos. Isto permite
que um espago de dimensdo alta possa ser reduzido a um outro de
menor dimensdo, o que torna possivel a visualizagio de pontos.

O método da Regressio dos Componentes Principais pode ser
dividido em duas fases. A primneira fase consiste em descrever o bloco
das vanaveis independentes (matriz X) pela modelagem de
componentes principats, 0 que resulta na representacio de X como
sua matniz de scores 1.

Na Segunda fase da Regressio dos Componentes Principais,

utihiza-se a Regressio Linear Multipla para que seja estabelecida a
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relagdo entre o bloco de variaveis dependentes (matriz Y) e a matriz
de scores T.

Corre-se o risco no PCR de perder informacio na escolha do
nimero de componentes principais 2 serem utilizados. A escolha
correta do numero de componentes principais €, portanto, uma etapa

fundamental para uma adequada modelagem.

I1l. Método de Calibragio Multivariada Empregando
Regressio de Minimos Quadrados Parciais (Partial Least
Squares, PLS):

O método dos Minimos Quadrados Parciais (PLS) [2,56-62],
tem sido muito utibizado para efetuar Calibracdes Multivariadas,
particularmente na Quimica Analitica.

O PLS decompde a matriz de dados em uma soma do produto
de dois vetores, que sdo chamados de swores € loadings. Uma matriz de
vangveis independentes (X), que contém os dados dos espectros e
uma matnz de vanaveirs dependentes (Y), que contém as
propriedades a serem analisadas, podem ser representadas pelas suas
matnizes de scores sem perda de informagio estatistica Gtil.

Uma relacdo entre os dois blocos de sores pode ser feita
correlacio.nando-se os scores do bloco Y, com os swores do bloco (X)

para cada componente principal de cada vez.
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Componentes principais sio fungdes lineares das variaveis
onginais, esttmadas para conterem, em ordem mais baixa, as
principais informagdes estruturadas dos dados.

Com a finahdade de manipular as informacdes desses dois
blocos simultaneamente e obter a melhor correlagio possivel é feita
uma leve rotagio dos exos das componentes principais. Ocorre entio
a mudanca dos valores dos soores , que sdo proje¢des dos pontos
nestes eixos o que produz a melhor relagio linear entre os scores dos
dots blocos.

Na anilise de dados com o PLS utiliza-se toda a informacio
disponivel e determina-se as componentes principais em X e Y.

Feita a calibragio, 0 modelo ¢ utilizado para a previsio do bloco
dependente a partir do bloco independente conhecido.

A Figura 5, abaixo, mostra de forma geométrica a relacio entre

as vanaveis X e Y , quando utlizamos o PLS.
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Flgura 5- Rela§§o entre as varidveis X e Y no PLS.
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I1. OBJETIVOS:

IL1. Desenvolver metodologia ripida, baseada em medidas de
reflectdncia na regido visivel do espectro, para a determinacio do
indice de cor (cor ICUMSA) de agtcares. Secundariamente, este
trabalho tem como objetivo a constru¢io de um espectrofotdmetro
que opere na regido visivel do espectro e que empregue um arranjo
hnear de fotodiodos com o intuité de se obter espectros de
reflectincia de forma mais rapida e com o uso de feixes de fibras

opticas.

I1.2. Desenvolver metodologia baseada em medidas de transmitancia
na regiio NIR para a determinagio direta e simultinea do grau BRIX

e da acidez total de sucos de laranja concentrados.



II. P AL

II1.1. Construgido do Espectrofotémetro Multicanal
O esquema do espectrofotémetro multicanal construido para a

obtencio de medidas de reflectincia difusa é mostrado na Figura 6,

abarxo:
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Figura 6 - Esquema da vista superior do espectrofotometro, onde: 2
¢ b sdo os espethos concavos (45 mm de difimetro e 150 mm de
distancia focal - Funbec); ¢ é a fenda regulavel para a entrada da luz;
d € a rede de difragdo (3,0 x 3,0 cm, com 650 linhas/mm e blaze em
500 nm); e € a placa RC1000; f ¢ a placa RC1001; e g é o arranjo
linear de fotodiodos.
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A fonte de alimentacdo para o Arranjo Linear de Fotodiodos
for construida para se obter um “ripple” < 1 mV. Tal especificacio é
fundamental, pois é recomendada pelo fabricante do Arranjo Linear
de Fotodiodos [63], sendo necessiria para aquisicio de dados com
resolucdo de 12 bits.

As placas de circuito integrado (RC1000 e RC1001) do Arranjo
Linear de Fotodiodos operam com tensdes de +5V, +15V e -15V na
secdo digital; 74 na segdo analdgica as tensdes exigidas sio de -15V e
+15V.

Para a secio digital utilizou-se reguladores de voltagem da
familia 78 € 79. J4 para 2 se¢do analégica utilizou-se na construcio da
fonte os reguladores varidveis de voltagem LM317 e LM337 [64].
Estes reguladores podem ser ajustados para tensdes desejadas por
meio de resistores varidveis ligados em um de seus terminais [10].

As tensoes e flutuacbes da corrente continua das fontes das
secOes  analogica e digital foram monitorados através de um
osciloscopio e se mostraram adequadas para uso com  arranjo linear
de fotodiodos.

Foram construidos dois suportes com placas de aluminio em L
com 2 finalidade de posicionar as placas RC1000 ¢ RC1001 dentro

da carxa de aluminio do monocromador( e e f da Figura 6).
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Para a mstalagio da placa de interface no microcomputador foi
necessaria a construgio de uma caixa de conectores externa. Nesta
carxa de conectores foram instalados 3(trds) conectores com 20
pinos cada um. Cabos paralelos com 20 fios e conectores (fémeas)
nas duas extrermdades foram montados com a finalidade de facilitar
a conexio e desconexdo 20 microcomputador.

Apos a mstalagio da placa nos conectores de expansio do
computador, ligou-se seus conectores, tanto na placa como na caixa
de conectores externos. Esta caixa de conectores foi hgada ao
Arranjo Linear de Fotodiodos através de um pino para o “clock”,
um pmno para 0 “start”, um pino para o terra e um conector tipo
BNC através do qual € transportado o sinal de video.

O ajuste do PDA a0 plano focal da fenda foi feito inicialmente
de forma grosseira, com o uso de uma régua que permitiu ahnhar a
superficie do Arranjo Linear de Fotodiodos com 2 fenda.

Um ajuste mass fino foi feito através da observacio de varios
espectros, usando como fonte uma limpada de vapor de mercirio
e movimentacio de parafusos micrométricos de ajuste no fundo da
caxa do monocromador. Pela definicio das linhas do espectro
achou-se o melhor ajuste. |

Para a calibragdo do Arranjo Linear de Fotodiodos utilizou-se
uma lampada de merciro [65] , cujas raias de emissio  sdo

conhecidas e uma fonte de tungsténio com filtro azul (465 nm). A
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faixa de comprimentos de onda coberta pelo Arranjo Linear de
Fotodiodos fo1 determinada como sendo de 238,1 nm. Tal faixa
pode cobrir comprimentos de onda variados dentro da regifio do
visivel, dependendo da posi¢io dada aos parafusos de ajuste do

fundo da caixa do monocromador.
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Figura 7 -Espectro de emissdo de uma fonte de vapor de mercirio
utilizado na calibragdo de comprimentos de onda dos 1024 diodos.
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Para as medidas de reflectancia difusa utilizou-se uma fibra

6ptica bifurcada.

II1.2. Medidas de reflectincia de amostras de agticar

O método oficial de determinagio do indice de cor de aciicares
para exportagio fo1 estabelecido pela ICUMSA e utiliza uma sohugio
50% de aglicar em 4gua [16]. A solugio assim obtida é filtrada para a
eliminagdo de material particulado. A seguir € lido o valor da absorcio
da luz, no comprimento de onda de 420nm (visivel). O procedimento
requer vanias horas para possibilitar uma determmacio.

Avahou-se a cor ICUMSA de varios agicares através da
espectrofotometria de reflectdncia difusa multicanal. A luz refletida
for dispersa por uma rede de difracio. O detector utdizado foi um
Arranjo Linear de Fotodiodos com 1024 elementos.

Para a obtengdo das medidas montou-se um sistema, conforme
o mostrado na Figura 8. As amostras de aclicar foram trituradas e
penerradas tomando-se a porcio de granulometria acima de 100
mesh, de forma a ficarem mais homogéneas. Foram obtidos
espectros de 400 a 600 nm para amostras compactadas na cela de

reflectincia difusa. Utilizou-se como referéncia uma amostra padrio

de BaSO, (solido branco).
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Figura 8 - Hsquema do Sistema montado para medidas de

reflectancia difusa de agtcares.
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II1.3. Determinagio simultinea de acidez total e sélidos
dissolvidos (grau brix) em suco de laranja concentrado,

utilizando espectroscopia no infravermetho préximo (NIR).

II1.3.1. Diagrama de blocos do Sistema NIR utilizado.

A Figura 9 apresenta o espectrofotdmetro NIR empregado
para a obtencdo de medidas de transmitincia. O instrumento
emprega um Filtro Optico-Actstico Smtonizavel(Brimrose - AOTF)
para varrer 0 espectro NIR na faixa de 1500 2 1900 nm [66]. A fonte
de luz ¢ constiuida por uma limpada de 100 W
halogénio/tungsténio ligada a uma fonte ISO-TECH IPS 1810H,
fornecendo 12V/8A. Um filtro de transmitincia (Ealing, RG 830) ¢
empregado para cortar a luz nos comprimentos de onda abaixo de
830 nm. O controle do sinal de radio freqiéneia aplicado ao AOTF
¢ feito por um gerador de rf (Brimrose) controlado por um
microcomputador [67] (IBM Penttum 100 MHz) executando um
programa de controle escrito em VisualBasic 4.0 [68]. Um
amplhficador "lock-in" (Stamford, SR 830 DSP) e uma placa de
aquisicdo de dados com um conversor AD de 12 bits (Advantec,
modelo 7118) [69] sio empregados para recuperar o sinal. O "lock-
in" fornece a modulacio TTL (190 Hz) para o sinal de ff Um

espectro completo (88 comprnmentos de onda, média de 10 leituras
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por comprimento de onda) é obtido em 20 s, usando o

espectrofotémetro construido.

Figura 9 - Arranjo espectrofotométrico para obten¢io de medidas
de transmitincia no Infravermelho Préximo. A, caixa da fonte de hiz;
B, lente de colimagio; C, filtro Optico-actstico sintonizavel; D,
gerador de radio freqiéncia; E, cela de transflectincia; F, detetor de
PbS; G, amplificador "lock-in"; H, microcomputador; e I anteparo.
II1.3.2. - Cela para medidas de Transmitincia

A Figura 10 mostra a cela construida para a obtencio de

medidas de transmitincia em suco de laranja concentrado. A cela é

constituida de PIFE e duas fibras opticas de nicleo liquido
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(Lumatec NIR-liquid guide, 7 mm de difmetro ¢ 2 m de
comprimento) que sdo empregadas como guias de onda luminosa da
fonte de luz até a cela e da cela até o detetor. A amostra é colocada
diretamente na superficie final da fibra 6ptica, encaixada dentro da
parte inferior da cela e alojada num reservatério circular de 2 mm de

profundidade e com o0 mesmo didmetro da fibra.

Para o detector de PbS

2 mae

A
Do AOTF

Figura 10 - Cela de Transmitincia. , Fibra 6ptica (FO) com nticleo
liquido; P, blocos de PTFE, e S, suco de laranja concentrado.
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Figura 11 - Espectros comparativos de vérias fibras fabricadas pela

Lumatec. A fibra optica utilizada foi a da "Series 2000 for infrared"

O espectro da fibra éptica mostrado na Figura 11 permite

entficar que a partir de 1900 nm ocorre um corte na intensidade
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luminosa, dai a escolha da faixa para a obtengdo dos espectros (1500
nm - 1900 nm).

As amostras de suco de laranja concentrado foram obtidas da
Citrosuco S.A. e foram conservadas congeladas em freezer, até sua
utihzacdo. O laboratério de Controle de Qualidade da Citrosuco
forneceu uma tabela com as medidas de grau Brix (65.5-66.5) e
acidez total referentes as amostras. Os valores de grau Brix foram
obtidos num refratometro digital a 25° C. A acidez total (4-
6%(m/m)), expressa em funcio da quantidade de acido ditrico, foi
obtida por titulagio potenciométrica classica, com o uso de

solugdo padrio de NaOH, atépH 8.2.

I11.3.3. Procedimento Analitico

Apos a otimiza¢io do treinamento do operador, através de
varias medidas preliminares, chegou-se ao procedimento analitico
que produziu a melhor rotina e os melhores resultados.

A rotina de colocagio da amostra consiste em abnr a cela,
introduzir a amostra de suco de laranja concentrado, através de uma
haste de vidro (utiizada também na sua homogeneizagio) até
preencher o espago alindrico da cela (1 ecm X 2 mm) e fechar a cela
com bastante curdado para nio retirar parte da amostra da cavidade

da cela.
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Apbs a colocagdo da amostra, e j4 com todo o equipamento
ligado e estabilizado por mais de 30 minutos, obtém-se os espectros.
Cada medida € a média de 10 leituras a cada comprimento de onda,
obtda, conforme programado. O tempo de obtengio dos espectros é
de cerca de 1 minuto. Os dados obtidos sdo salvos no diretério
escolhido para posterior tratamento e visualizacio. Neste caso
utihzou-se o programa Origin versio 4.0, para estas finalidades.

Para a lmpeza da cela utiliza-se 4gua destilada e papel fino
absorvente. A nova amostra s6 é introduzida depois da cela estar

limpa e seca.

II1.3.4. Tratamento de Dados

Ap0s a obtengdo dos espectros, os dados sdo salvos e a seguir
séo tratados no programa computacional Origin 4.0. No Origin sio
feitos os calculos para a obtencio dos espectros de transmitincia. Os
dados sdo transformados numa matriz.

A matniz transposta de dados ¢ importada para o programa
computacional The Unscrambler 6.0. Sio inseridas duas colunas com
as propriedades das amostras, ou seja, acidez total e brix. Sio
realizados alguns pré-tratramentos, como uso de um filtro digital para
minimuzar o ruido ("smoothing") e aplicacio da MSCorrection
(corregdo para diferencas de caminho 6ptico ocorridas durante a

obtengio dos espectros).
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"Smoothing”" é uma transformacio relevante para varidveis
cujas func¢des vaniam com o tempo, provocando ruidos indesejaveis.
No Unscrambler existem dois algoritmos para a funcdo "smoothing".
O prmeiro é a Média Mével que é um método classico que restitui
cada observagio para uma média de obsevagbes adjacentes. O
segundo € o de Savitzky-Golay que equivale a derivada de ordem
zero, o qual fot utilizado neste trabatho.

"Multiplicative Scatter Correction" (MSCortrection - nome
como ¢ chamado no Unscrambler) é um método de transformacio
usado para compensar os efeitos aditivos e/ou multiplicativos em
dados espectrais. Um niimero grande de efeitos similares podem ser
tratados com sucesso pelo MSCorrection: variacio do caminho
optico, mudancas de offset, etc.

MSCorrection € uma transformacio especifica para espectros.
Ela consiste numa conveniente linha de regressio separada para cada
amostra do espectro, expressa em fungio do valor médio para cada
comprimento de onda; os coeficientes a e b da linha de regressio sio

usados para corrigir os valores para cada amostra.

MSC completo: M, (i, k) = (M (i, k) - a)/b

Offset comum: M., (i, k) = M (i, k) - a



Amphficacio comum: M, (i, k) = M (4, k))/b

O MSCorrection pode ser aplicado a0 espectro inteiro ou para
faixas escolhidas do espectro. Variveis consideradas importantes
‘podem ser omitidas (deixadas fora da corregio).

No procedimento de modelagem escolhe-se um certo nimero
de amostras, mcluindo os extremos, para serem utilizadas no
modelamento matematico empregando Minimos Quadrados Parciais
(PLS). "Outliers" sio detectados e retirados do modelo. "Qutlier" &
uma observagdo irregular (amostra afastada ou variavel afastada),
comparada com a maior parte dos dados. Pontos extremos ndo sio
necessartamente "outliers"; eles s3o pontos que aparentemente ndo
pertencem a maitor parte dos dados.

O restante das amostras do mesmo grupo é utilizado para se

fazer a previsdo das propriedades, com base no modelo obtido.

II1.3.5. Amostras diluidas

Com o objetivo de verificar se o modelamento pelo PLS
apresenta bons resultados quando 2 faixa de acidez total e grau brix é
mats ampla, foram empregadas quarenta e cinco amostras de suco de
laranja concentrado.

Imicialmente, quinze amostras de suco de laranja concentrado

foram diluidas de forma a se obter mais trinta amostras. Cada
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amostra original sofreu duas dihgbes. O total de amostras fot,
portanto, de quarenta e cinco amostras.

Utihizando-se um refratometro REM 340 (BS), do Laboratorio
de Analises da Citrosuco S.A. de Limeira - S.P., foram obtidos os
graus brix das quarenta e cinco amostras, 2 25° C.

O grau brix obtido no refratdmetro refere-se a porcentagem
em massa dos solidos aparentes, que inclui agicar e parte do acido
citrico [70]. Ha necessidade, portanto, de se incluir uma correcdo no
grau brx, relacionada com o acido citrico ndo observado no
refratbmetro.

Para a obtengdo do valor de brix corngido da acidez da

amostra, utihzou-se 2 tabela de Lindsay [71] ou a seguinte equagio :

Bc = Br + (% 4cido x 0,19 + 0,01) (4)

Onde, Be ¢ o valor do grau brix corrigido, Br € o valor do

grau bnx obtido no refratometro e % dcido é a porcentagem em
massa do acdo expressa em fung¢do do acido citrico existente na
amostra.

A faixa de brx cornigida foi de 61,91 2 66,07 e a faixa de acidez

total obtida foi1 de 22 8 % (m/m), para as solugSes diluidas



IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

IV.1. Espectros Tipicos para aglicares
A Figura 12, abaixo, apresenta 10 espectros de reflectancia de

acucares, com varios indices de cor:
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Figura 12 - Espectros de reflectincia de amostras de acticar com

indices de cor entre 29 e 667.
IV.2. Espectros Tipicos para sucos de laranja
A PFigura 13 apresenta os espectros NIR obtidos de 20

amostras de sucos de laranjas concentrados produzidos pela
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Citrosuco S.A.. A faixa de 70 a 92 MHz do AOTF, corresponde aos

comprimentos de onda na faixa de 1900 a 1500 nm.

1200 |- _
N
1000 |- / N,
I / L P

© ! T— 5
S 800 \
- 5
L] B
= \ IV
£ 600 .__\ S
3 II ~,
E I:'. ."
}—- 400 B s T \'J

200 +

0 b |

500 1600 000 100 1900

Aynim
Figura 13 -Espectros tipicos obtidos . De cima para baixo: I, grupo
de espectros: referéncia ar: 6 espectros; II, grupo de espectros:
referéncia agua: 3 espectros; 111, grupo de espectros: 20 amostras de

suco de laranja.

A Figura 14 mostra espectros de absorbancia de amostras de
suco de laranja concentrado, apds os calculos em que relacionamos
os espectros do suco com os espectros respectivos do branco
(utiizando-se como referéncia o ar). O eixo X apresenta os

comprimentos de onda em nm.
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Figura 14: Conjunto de espectros de absorbancia obtidos de 24

amostras de suco de laranja concentrado.

IV.3. Determinagio do indice de cor de acucares
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Com o objetivo de comparar os valores obtidos nos espectros -
de reflectincia difusa et 420 nm com os obtidos pelo método
padrio, fez-se um grafico (Reflectancia vs Cor ICUMSA), obtendo-

se um coeficiente de correlagio igual a 0,93.
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Figura 15 - Relagio entre Reflectincia (420 nm) e cor [ICUMSA.
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Tabela V - Correspondéncia entre cor ICUMSA e Reflectincia
Difusa. A coluna CI * CALCULADO foi obtida através da equacio

da regressdo linear da reflectinca em 420 nm.

° CORICUMSA |REFLECTANCIA| CI* |REFLECTANCIA
AMOSTRA (CD) 420 nm CALCULADO | 4402 nm
1 29 0.761 5 0.748
2 30 0.768 49 0.759
3 51 0.757 170 0.729
4 110 0.736 173 0.727
5 125 0.774 84 0.769
6 127 0.748 o1 0.742
7 135 0.750 80 0:739
8 142 0.747 o8 0.736
9 151 0.736 173 0.729
10 198 0.709 361 0.704
1 232 0.736 176 0.730
12 269 0.699 431 0.692
13 319 0.712 342 0.706
14 398 0.709 364 0.702
15 419 0.699 432 0.691
16 421 0.690 497 0.697
17 526 0.713 334 0.711
18 537 0.691 489 0.685
19 616 0.666 659 0.656
20 618 0.652 755 0.646
21 667 0.634 884 0.625
22 683 0.674 608 0.670
23 700 0.678 578 0.667
24 734 0.634 886 0.629
25 742 0.674 607 0.667
26 772 0.650 774 0.639
27 856 0.669 642 0.661
28 915 0.613 1027 0.605
29 983 0.619 088 0.616
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Aplicou-se também Regressio Linear entre os valores de
reflectincia difusa medidos a 440,2 nm (minimo de reflectincia) e
Cor ICUMSA, obtendo-se igualmente um coeficiente de correlagio
de 0,93.

A filtragdo usada no método padrio, que remove qualquer
material msolavel €, provavelmente, responsivel pela correlacio
relattvamente baixa obtida pela comparacio dos resultados dos dois
métodos. A retirada do material insolivel influencia de forma
determinante na medida, j2 que ele é um dos responsaveis pela cor
observada nas amostras. Inversdes, onde amostras visualmente mais
escuras apresentam indice de cor menor que o previsto por
reflectancia, foram observadas com uma relativa freqiiéncia.

Em wista das inversdes observadas tentou-se obter um modelo
de calibragio multivariada utilizando PLS1 com dados de todo o
espectro ou partes dele. Os valores de RMSEP (Raiz Quadrada Média
do Erro de Previsio) e SEP (Erro Padrio de Interpretacio) para
cahbragdo utilizando os indices das cores ICUMSA foram de 67,7 e
70,5 , respectivamente, para modelo com 13 amostras e duas
componentes principais. Para 19 amostras (no modelo) os valores de
RMSEP e SEP obtidos foram ainda piores: 108,1 e 147,0

3

respectivamente.

IV.4. Suco de Laranja
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Durante duas safras de laranjas foram colhidas e analisadas
mais de 1000 amostras de suco de laranja concentrado, fornecidas
pela indistria exportadora Citrosuco S. A. (Limeira -SP e Matio -
SP). A faixa de brx corrigida nas amostras analisadas foi de 65,5 a
66,5 % (m/m) e a faixa de acidez total medida em funcio do 4cido
citrico foi de 3 2 7 % (m/m).

Muitos testes preliminares foram feitos até se obter uma Cela
de TransmutAncia (Figura 10) adequada para as medidas no NIR.
Foram feitas medidas de reflectincia difusa com o suco seco
(desidratado em dessecador), mas os resultados obtidos nio foram
adequados. Uma cela de fluxo para preenchimento de suco
concentrado, utilizando bomba peristiltica, foi construida. A falta de
uniformidade na camada de suco e os dois vidros externos i cela nio
permitiram medidas adequadas de transmitincia no NIR, utilizando-
se a cela de fluxo.

Para cada grupo de amostras (cerca de 100 amostras) obtidas
da Citrosuco S. A.. , todos os procedimentos de obtencio de
espectros e tratamento de dados foram realizados. No tratamento de
dados pelo programa computacional The Unscrambler foi observado
que a correcio através do MSCorrecton permitiu um melthor
modelamento pelo PLS. Abaixo encontram-se espectros de 9
amostras, antes € apos a corre¢io no espectro intetro, feita através do

MSCorrection.
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Figura 15 - 9 espectros antes do MSCorrection
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Figura 16 - 9 espectros apds 0 MSCorrection

Nota-se nas Figuras 15 ¢ 16 acuma, entre 1700 e 1800 nm, uma
banda de combinagio correspondente ao grupo CH e em 1900 nm

o micto da regido correspondente a0 primeiro sobretom de absorcio
de H,O.
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Apés a construgio da cela de transmitincia e de se efetuar
medidas exploratérias no sentido de encontrar as melhores condicdes
de obtenc¢io dos espectros, 122 amostras tiveram seus espectros
obtidos na regido de 1500 a 1900 nm. Sessenta amostras escolhidas
de maneira aleatoria foram utilizadas para a construcio do modelo
PLS e outras 62 amostras foram utilizadas para a validagio do
modelo.

Uma matniz de dados contendo os espectros  (cada espectro
com 88 pontos obtidos das médias de 10 medidas por ponto) foi
importada para o Unscrambler [61] Foram testados varios pré-
tratamentos de dados: passagem dos dados por filtro digital, filtro
com transformada de Foutier, primeira derivada (algoritimo de
normaliza¢io,

MSCorrection. Este dltimo tratamento se mostrou adequado para os

Norris), selecio de wvaraveis e aplicacio de

dados contidos na matriz. Ver Tabelas 7 e 8, abaixo:

Tabela 7 - PLS1 para grau BRIX

N© DE RMSEC SEC N© DE RMSEP SEP
AMOSTRAS | MODELO | MODELO | AMOSTRAS | PREVISAO | PREVISAO
PARA PARA (%) (%)
MODELQ PREVISAQ
ESPECTRO 60 0,18 0,18 62 0,16 0,16
ORIGINAL -5
QUTLIERS)
COM MS 60 0,16 0,16 62 0,19 0,19
Correection -5
QUTLIERS)
COM 60 0,15 0,15 62 0,33 0,33
DERIVADA -5
-NORRIS | QUTLIERS)




Tabela 8- PLS1 para acidez total
N© DE RMSEC SEC N© DE RMSEP SEP
AMOSTRAS | MODELO | MODELO | AMOSTRAS | PREVISAO | PREVISAO
PARA PARA (%) (%)
MODELO PREVISAQ
ESPECTRO 60 0,19 0,19 62 0,32 0,31
PURQ -5
OUTLIERS)
COM M$ 60 0,19 0,19 62 0,39 0,28
Correection -5
OUTLIERS)
COM 60
S « 0,22 0,22 62 0,33 0,29
-NORRIS | QUTLIERS)

Os melhores resultados de SEPs (standard error of prediction)
obtidos para as 62 amostras de validacio do modelo foram iguais a
0,31% (m/m) e 0,16 % (m/m) para

tespectivamente. Foram usadas 4 componentes principais. O

acidez total e bmx,

Unscrambler sugere o nimero 6timo de componentes principais,
baseado na curva de varidncia residual, no entanto, a observacio
visual desta curva permite uma melhor escolha do nimero de
componentes principais.

Os valores de SEP encontrados para ambos os  parimetros,
usando espectroscopia NIR,  sdo adequados para o controle de
qualidade de sucos concentrados.

O modelamento através do PLS2 foi feito para 60 amostras,

com M3Correction, obtendo-se os seguintes resultados:
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‘Tabela 9- PLS2 para acidez total e grau BRIX:

N¢ DE RMSEC SEC N©° DE RMSEP SEP
AMOSTRAS | MODELO | MODELO | AMOSTRAS | PREVISAO | PREVISAO
PARA PARA (%) (%)
MODELO PREVISAQ
ESPECTRO 60 0,20 0,20 11 0,20 0,20
COM 25
MSCorrection | OUTLIERS)
PARA
BRIX
ESPECTRO 60
oy 25 0,20 0,20 11 0,66 0,50
MSCorrection | OUTLIERS)
PARA
ACIDEZ

Para 0o PLS2, modelamento simultineo de acidez total e grau
BRIX, o nmimero de "outliers” aumentou muito. A previsio para
BRIX fo1 similar a0 PLS1, no entanto, para acidez total, os resultados
pioraram  consideravelmente. Outras tentativas foram feitas,
obtendo-se resultados semelhantes. Dai, a op¢éio por tratar todos os
dados utilizando-se PLS1, ou seja, modelamentos separados para
acidez e brix.

Embora as mais de 1000 amostras analisadas tenham se
mantido numa faixa estreita de grau brix e acidez total, resolveu-se
dihur 30 amostras a partir de 15 amostras concentradas orginais e
tentar o modelamnento das 45 amostras (mais duas amostras padrio),
numa faixa mais ampla de brix e acidez total. Neste caso as faixas de
BRIX e aadez total se estenderam de 66,07 - 61,91 € 5,56 - 3,91 %,

respectivamente.
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Utiizando-se 18 amostras representativas (dentro de toda a
nova faixa mats ampla de acidez e brix) para modelamento e 27
amostras para previsao, obteve-se os valores de SEP para brix e
acidez total de 0,355 e 0,431 %, respectivamente. Utilizou-se 3
componentes prncipais, conforme sugestio do Unscrambler,
baseado na vanidncia residual. Neste mesmo grupo de amostras fez-se
o modelamento utilizando brix corrigido € brix sem correcio da
acidez. Os resultados obtidos foram similares, conforme Tabela 10,
abaixo:

Tabela 10- PLS1 para grau brix corrigido e sem correcio:

N¢ DE RMSEC SEC N©° DE RMSEP SEP
AMOSTRAS | MODELO | MODELO | AMOSTRAS | PREVISAQ | PREVISAQ
PARA PARA (%) (%)
MODELO PREVISAQ
ESI;‘ER%RO 18 0,20 0,20 27 0,36 0,35
29 0,32 0,43
BRIX
CORRIGIDO
ESEEUggRO 18 0,19 0,19 27 0,42 0,33
29 0,31 0,32
BRIX SEM
CORRECAQO
M COM 18 7,9E-2 8,1E-2 27 0,30 0,30
SCorrection 29 0,39 0,39
BRIX
CORRIGIDO
M sc(:;OM' 18 6,9E-2 7,1E-2 27 0,40 0,40
Frecnon 29 0,38 0,38
BRIX SEM
CORRECAC
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Observa-se que os valores de SEC e SEP para brix corrigido e
brix sem corregdo nio apresentam diferencas significativas.

Um suco de referéncia foi analisado para grau brix e acidez
total por 12 laboratorios de inddstrias de sucos, utilizando métodos
padrdo. O desvio padrio absoluto para as determinacdes de brix foi
de 0,07 e o SEP 0,18%. O SEP e o desvio padrio da acidez total foi
de 031% e 0,08, respectivamente. Portanto, o método de
transflectincia NIR proposto neste trabatho é capaz de fazer boas
previsGes para valores de brix e acidez total, dentro da faixa estreita

usualmente utilizada na indistra.



V. CONCLUSOES

O espectrofotémetro construido com Arranjo Linear de
Fotodiodos mostrou-se bastante versatil e de facil operacio. O
controle do equipamento € feito pelo microcomputador o que
permite gravar os espectros obtidos para posterior tratamento de
dados. O custo é baixo, se comparado aos instrumentos vendidos no
mercado, j2 que o gasto na sua constru¢io nio chega a 30 % do valor
dos mnstrumentos comerciais similares.

Na avahagdo  da qualidade de aclcares utilizando-se
espectroscopia de reflectincia difusa multicanal o equipamento
mostrou-se bastante ripido. A anilise pelo método recomendado pela
ICUMSA, com etapa de filtragem da solucio amostra, leva cerca de 3
horas, ja com o equipamento montado a andlise é feita em cerca de 5
MUNULOS.

No metodo espectrofotométrico por reflectincia, apés a
homogeneizacdo da amostra por trituracio, esta é analisada de forma
ntegral. Isto ndo ocorre no método padrio pois parte considerivel
de impurezas insoltvess é retida no processo de filtragio, permitindo
a ocorrencia de inversGes claramente observadas através de
comparagio visual das amostras.

O equipamento usado para anilises no infravermetho préximo

(NIR) possui a grande vantagem de permitir ficil adaptacio para
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medidas “in-line” , nas indlstrias de suco. Permite analises ripidas,
diretamente na amostra. Reduz o consumo de vidrarias, reagentes e
mio de obra. O prego do equipamento NIR montado no laboratorio
¢ cerca de 6 vezes mais barato do que o similar fabricado pela
Brimrose.

Os valores de SEP (0,16 e 0,28 %) encontrados na calibracio
multtvartada (PLS) para brix e acidez , respectivamente, usando
espectroscopia NIR, sdo adequados para o controle da qualidade de

sucos concentrados.
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