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RESUMO — O PLS foi aplicado a espectros ultravioleta para o desenvolvimento de um
modelo de calibracdo multivariada multiproduto para a determinacdo da acidez total em
bebidas industrializadas a base de soja e néctar de frutas. O objetivo foi propor uma
metodologia alternativa a potenciometria. Para aquisicao dos espectros utilizou-se uma cubeta
de quartzo de Imm. Um total de 249 amostras foi utilizado, 126 bebidas a base de soja e 123
néctar de frutas. O algoritmo Kennard-Stone foi empregado na separacdo das amostras em
conjuntos de calibracdo (185) e validacdo (64) e as amostras andmalas foram identificadas de
acordo com a ASTM E1655-05. O modelo foi construido com 5 variaveis latentes e mostrou
exatidao, representada pelos valores dos erros médios quadraticos de calibracdo (RMSEC) e
validagdo (RMSEP) de 0,049 e 0,045 mg/100mL, respectivamente. Um teste t-pareado
mostrou que ndo existe diferenca significativa entre os dois métodos, no nivel de confianca de
95%.

1. INTRODUCAO

E sabido que a determinacéo da acidez total de bebidas industrializadas a base de soja e
de néctar de frutas propicia informacfes sobre o estado de conservacdo do produto. E essa
acidez, atualmente é quantificada por um método classico, a potenciometria; entretanto, essa
metodologia é relativamente demorada e gera residuos devido aos reagentes utilizados.
Visando tornar o processo de quantificacdo da acidez total dessas bebidas industrializadas
mais eficiente, percebe-se que o modelo de calibracdo multivariada, em que se aplica o
método de minimos quadrados parciais (PLS) em espectros ultravioleta de tais produtos, pode
ser um substituinte da metodologia tradicional aplicada. Isso ocorre devido a robustez do
novo método, que além de ser mais rapido e proporcionar resultados eficazes, também evita a
geragdo de residuos, uma vez que ndo é necessario preparo de amostras.

Considerando as bebidas industrializadas a base de soja e néctar, pode-se saber qual o
estado de conservacdo do item em questdo a partir da acidez total. A acidez dessas substancias
pode ser influenciada por processos de decomposicdo, sejam eles hidrolise ou fermentacéo,
que alteram quase sempre a concentracdo dos ions hidrogénio. (VENANCIO e MARTINS,
2012 e INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008). Quanto a maneira de se determinar a acidez é
comum realizar a titulacdo da bebida com uma solucdo basica de concentragcdo conhecida.
Porém, esse processo demanda o uso de reagentes, geram residuos que podem colocar em
risco o analista e 0 meio ambiente, destroem a amostra, entre outros.
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Conforme as necessidades de reducdo de desperdicio de reagentes, de geracdo de
residuos, de diminuicdo nos resultados divergentes e otimizacdo dos processos laboratoriais,
de modo geral, observa-se que 0 uso de uma metodologia alternativa ao modelo classico de
titulacdo potenciométrica; que alie “avancos computacionais com instrumentag¢ao de analises
quimicas, pode ser uma forma de resolver esse impasse. A quimiometria € uma das areas da
ciéncia que possibilita o desenvolvimento de novos procedimentos para analise de dados
analiticos usando as facilidades existentes para o acoplamento entre os equipamentos de
medida e 0s microcomputadores associadas a facilidade na estocagem de grandes quantidades
de dados (LIMA et al., 2008).

De maneira simplificada a quimiometria pode ser definida com a pesquisa e utilizacéo
de métodos matematicos e estatisticos para tratamentos de dados quimicos de forma a extrair
uma maior quantidade de informacdes e melhores resultados analiticos (OTTO, 1999).
Baseado na quimiometria surgiu a calibragdo multivariada, que € uma técnica bastante efetiva
para determinacgdes simultaneas e na resolucdo de empecilhos como a superposicéo de sinais
analiticos (OTTO, 1999). A técnica de calibracdo multivariada se tornou popular com o
emprego do método PLS (Partial Least Squares), que ¢ uma metodologia de ajuste linear das
variaveis.

Outra dificuldade envolvida nesta determinacdo da acidez em bebidas é a falta de
metodologias alternativas ndo destrutivas que possam ser utilizadas ndao apenas pela industria,
técnicas como as espectroscopicas podem ser calibradas a partir de titulagdes para serem
utilizadas com a finalidade de se medir a acidez de néctares de frutas de forma rapida e nao
destrutiva e portanto, sem geracao de residuos diminuindo custos e aumentando a velocidade
das analises. Além disso, para fins industriais a determinacdo de diferentes produtos no
mesmo modelo de calibragdo multivariada pode ser um ponto muito positivo nas etapas de
atualizacdo. A calibracdo multivariada multiproduto é um tipo de calibracdo multivariada em
que diferentes tipos de amostras (diferentes produtos) séo utilizados para na construgdo do
modelo de calibracdo multivariada, visando a determinacdo de um mesmo analito de interesse
(BERZAGHI et al, 2000). Este tipo de calibracdo pode ser considerado recente e as vantagens
sdo modelos possivelmente mais robustos, faceis de atualizar, além da praticidade visando
aplicacdes industriais.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral:

Este trabalho tem como objetivo principal a proposi¢do de uma metodologia alternativa
para a medicdo da acidez em sucos de frutas industrializados. Mais especificamente, 0S
estudos sugeridos nesta pesquisa buscam oferecer uma metodologia que apresente vantagens
tais como custo relativamente baixo, ndo utilizacdo de solu¢Bes com reagentes quimicos e,
principalmente, técnicas que aléem de apresentarem carater ndo destrutivo da amostra sejam
suficientemente rapidas para serem implementadas na linha de produc¢éo industrial.

Objetivos Especificos:

- Realizar a titulagdo volumeétrica dos sucos de frutas industrializados adquiridos em
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comeércio local;

- Adquirir espectros da regido Ultravioleta dos sucos de frutas industrializados;

- Construir um modelo de calibracdo multivariada para os sucos de frutas
industrializados;

- Identificar e eliminar possiveis outliers;

-Avaliar os parametros de qualidade (RMSEC, RMSEP) dos modelos de calibragéo
multivariada obtidos no estudo;

3. MATERIAL E METODOS

As amostras de sucos de frutas industrializados foram adquiridas no comercio de
Campo Mourdo, Parand. No total, foram adquiridas 249 amostras de sucos de frutas.
Tomando como base a metodologia da Federation International des Producteurs de Jus de
Fruit, a acidez dos sucos foram medidas por titulacdo volumétrica utilizando-se NaOH na
concentracdo de 0,1N, padronizado com HCI 0,1N e indicador de fenolftaleina.

Inicialmente, foram retiradas uma porgdo de aproximadamente 100 mL de sucos e
colocado em um béquer. Em seguida em uma bureta adicionou a solu¢do de NaOH 0,1mol/L
padronizados adequadamente na bureta. Os ensaios de titulagdo foram realizados em triplicata
para cada variedade de suco.

Para a realizacdo de medidas espectrais registradas na regido Ultravioleta e Visivel
(UV-Vis) foram avaliadas 3 aliquotas de 1 mL de cada suco. O volume foi transferido com
pipeta volumétrica para uma cubeta de quartzo de 1 mm de caminho éptico. Esta cubeta foi
utilizada por evitar a etapa de preparo de amostra por dilui¢do, ja que aumenta a sensibilidade
espectral, melhorando a visualiza¢do do perfil espectral por diminuir o nimero de espécies
absorventes.

Ap0s a aquisicdo dos dados espectrais e dos valores de concentragdo de acidos totais por
titulacdo, iniciou-se a parte computacional do trabalho. O software empregado nas analises foi
0 Matlab 2007b empregando-se o PLS Toolbox 5.2.

Apo6s as andlises prévias, foi empregado o método quimiométrico de calibracdo
multivariada para dados de primeira ordem denominado PLS, descrito anteriormente. Para
que o PLS possa ser melhor compreendido € necessario fazer uma distincdo entre 0s
diferentes tipos de dados. Por exemplo, quando se tem um Unico valor de absorbancia,
(absorbancia em 520 nm) para cada amostra este tipo de dado € dito univariado ou de ordem
zero. Quando se tem um espectro como resposta para cada amostra tem-se um dado de
primeira ordem. Ja no caso de se obter uma superficie de resposta para cada amostra tém-se
dados de segunda ordem (espectros com o tempo) (VALDERRAMA, et al., 2009).

Os espectros UV foram organizados no formato de uma matriz, em que cada linha da
matriz X corresponde a um espectro e cada coluna corresponde a absorbancia nos diferentes
comprimentos de onda. Na figura 2 é possivel observar a organizacdo dos espectros no
formato da matriz. A matriz X € entdo correlacionada a um vetor y que contem os valores de
acidez determinados por titulagdo. A correlacdo entre X ey é realizada através do método de
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calibracdo multivariada PLS.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 apresenta a regido utilizada dos espectros na regido do UV utilizada na
construcdo do modelo de calibracdo multivariada para bebidas analisadas a base de néctar (A) e a
base de soja (B). Na Figura 1(C), os espectros de ambas as bebidas sdo mostrados de forma

sobreposta.
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Figura 1. Espectros UV para as bebidas: (A) néctar, (B) a base de soja, (C) néctar e bebidas a base

de soja conjuntamente.

A regido entre 320 a 400nm foi utilizada na constru¢cdo do modelo de calibracédo
multivariada. Nesta regido espectral os valores de absorbancia foram inferiores a uma unidade
e, portanto, sdo proporcionais a concentracdo, conforme previsto pela Lei de Beer e esta
regido tem sido proposta na literatura para modelos de calibracdo multivariada através do
método PLS e espetroscopia UV (BUSCH et al, 2003, BUSCH et al, 2004, FAKAYODE et
al, 2005).

Para construcdo dos modelos de calibracdo as amostras foram separadas entre conjunto
de calibracdo e validacdo através do algoritmo de Kennard-Stone (KENNARD e STONE,
1969). Este algoritmo seleciona as amostras com base em suas distancias: a primeira amostra
selecionada é a que apresenta a maior distdncia em relacdo a amostra média enquanto a
segunda amostra a ser selecionada sera a que apresentar maior distancia em relagdo a primeira
amostra selecionada. A proxima amostra a ser selecionada apresentard maior distancia em
relacdo a dltima amostra selecionada, e assim sucessivamente até atingir o numero de
amostras desejadas. Esse algoritmo é aplicado para realizar a selecdo das amostras que irdo
compor o conjunto de calibracdo, uma vez que procede a selecdo das amostras de maior
variabilidade, ou seja, as amostras mais “externas” do conjunto total. Assim, cada conjunto de
calibracdo foi inicialmente composto por 185 amostras enquanto 0 conjunto no conjunto de
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validacao foram utilizadas 64 amostras.

Para a construcdo dos modelos, os espectros foram centrados na média e 0 nimero de
variaveis latentes foi determinado através dos resultados da raiz quadrada do erro quadréatico
médio de validacdo cruzada (RMSECYV) para as amostras de calibracdo, obtido por validacdo
cruzada do tipo “leave-on-out”. Nesse método de validagdo interna o modelo ¢ construido e
faz-se a previsdo de uma das amostras de calibragdo que foi ‘deixada de fora’ no momento da
construcdo do modelo. Esse procedimento é repetido até que todas as amostras do conjunto de
calibracdo tenham sido previstas. Para o modelo de quantificacdo da acidez nas bebidas foram
necessarias um total de 5 varidveis latentes e as amostras andmalas foram avaliadas com base
no residuo espectral, residuo na variavel dependente e leverage para as amostras de
calibracdo, enquanto para as amostras de validagdo as anomalias foram identificadas com base
no residuo espectral e no leverage. Esses testes sdo descritos pela norma ASTM E1655-05.

Os resultados dos parametros de qualidade do modelo desenvolvido sdo representados
pelos valores do erro médio quadratico de calibragdo (RMSEC) e previsdo (RMSEP). Os
valores de exatiddo sdo representados RMSEC e RMSEP e apresentaram valores 0,049 e
0,045 mg/100mL, esses resultados revelam que os valores estimados pelos modelos
multivariados apresentaram concordancia com os resultados esperados. Entretanto, os valores
de RMSEP e RMSEC sédo parametros globais que incorporam tanto erros sistematicos quanto
aleatdrios. Sendo assim, um melhor indicador de exatiddo é a regressao entre os valores de
referéncia e os valores estimados pelo modelo, e os valores da inclinagéo e do intercepto,
apresentados na Figura 2.
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Figura 2. Ajuste do modelo PLS para determinacédo da acidez. (o) amostras de calibracao. ()
amostras de validacao.

O coeficiente de determinacdo para o ajuste foi da ordem de 0,7. Apesar de parecerem

valores muito baixos, resultados de coeficiente de correlacdo dessa ordem ja foram reportados
antes na literatura quando o método de referéncia, na calibracdo multivariada, é a titulacéo

Area tematica: Engenharia e Tecnologia de Alimentos



OBEQ 19 a 22 de outubro de 2014
Florianopolis/SC

Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica

(VALDERRAMA et al., 2007; VALDERRAMA et al., 2007; FERREIRA et al., 2013).

Os resultados alcancados para determinacdo da acidez em néctar e bebidas a base de
soja através da espectroscopia na regido do UV e calibracdo multivariada multiproduto estéo
correlacionados de tal forma a sugerir que o método se apresenta como muito promissor. Um
teste de significancia, teste t-pareado, foi utilizado para comparar os dois métodos: modelo
PLS e titulacdo potenciométrica. O teste t-pareado, que indica se existem diferencas
significativas entre os métodos utilizados, apresentou um valor para tcalculado de 0,286,
enquanto o valor de ttabelado é de 2,131 para 95% de confianga. Como o valor de tcalculado
€ menor que o valor de ttabelado, isso indica que ndo existem diferencas significativas entre a
titulacdo de neutralizacdo e 0 modelo PLS na determinacdo da acidez das bebidas, no nivel de
significancia considerado.

5. CONCLUSAO

O desenvolvimento deste trabalho mostrou a possibilidade da utilizacdo de métodos
espectroscopicos associados a métodos quimiométricos para a determinacdo da acidez em
bebidas industrializadas. Os modelos construidos por calibragdo de primeira ordem utilizando
0 método PLS mostraram resultados satisfatorios para essa determinacdo. Um teste de
significancia foi aplicado aos resultados obtidos pelo modelo PLS e os resultados obtidos pela
titulacdo potenciométrica mostrando que, no nivel de confianca de 95%, os métodos ndo
apresentam diferenca significativa.
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