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Abstract

The spectroscopy is a technique that provides information about the
molecular structure of a substance. This technique is presently widely used
in pharmaceuticals, food, medical, textile applications, among others due to
the use of samples without manipulation.

Spectroscopy studies interaction between electromagnetic radiation with mat-
ter, by determining the energy levels of atoms and molecules. The total energy of
a molecule is the sum of the electronic, vibrational and rotational energy.

The infrared spectroscopy and Raman spectroscopy are two techniques
used for faster identification, they are easy to use, requiring a little amount
of samples as well as providing information about the sample composition.

Two case studies related to application of these methodologies in food
industry were also presented.
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Resumo

O controlo de qualidade em industria alimentar é realizado durante a re-
ce¢dao da matérias-primas, no decorrer do processo de fabrico, no produto
acabado e na estabilidade do produto ao longo da sua vida util.

Os métodos analiticos classicos em alguns casos sao dispendiosas e
requerem prepara¢ao de amostras ou compostos para analise que podem
apresentar alguma toxicidade. Por outro lado, estas metodologias podem
ser morosos nao garantindo os resultados com a brevidade necessario para
um processo industrial. Neste contexto, a espectroscopia de infravermelho
tem sido uma ferramenta analitica amplamente utilizada em varias areas,
devido a rapidez com que as amostras podem ser caracterizadas quase sem
manipula¢iao (Blanco e Villarroya, 2002).

A espectroscopia de infravermelho é um método nio invasivo que se baseia
na analise das vibragdes moleculares resultantes da excitacao provocada por um
feixe de radiacdo na zona do infravermelho (Cordella ez 2/. 2002). Em espectros-
copia estuda-se a interagao de radiagdes electromagnéticas com as moléculas
que constituem uma substancia. A ligacao de dois atomos em moléculas envol-
ve diferentes tipos de energia: translacional, vibracional e electrénica.

A regido do infravermelho no espectro electromagnético situa-se en-
tre as gamas do visivel e as microondas, e subdivide-se em infravermelhos
proximos (4000 — 12500 cm™), médios (400 — 4000 cm™) e longinquos (10
— 400 cm™) (Reich, 2005).

Para a obtenc¢ao de um espectro de infravermelho de uma amostra mede-
-se a quantidade de energia absorvida pela amostra a cada comprimento de
onda quando sobre esta se aplica um feixe de luz infravermelha. O espectro
resultante (espectro de transmissao ou absor¢ao) identifica os comprimen-
tos de onda do Infravermelho a qua a amostra absorve radiagao e através
do qual se pode identificar que tipos de ligacdes quimicas estio presentes
na amostra analisada.

Os espectros sao mais complexos e mais dificeis de interpretar em fun-
¢ao do numero de ligagdes ativas no infravermelho que se encontrem na
matriz analisada. Por outro lado quanto mais complexa for a molécula a
analisar, maior o nimero de bandas de absor¢ao e consequentemente é ne-
cessario um maior cuidado na analise e interpretagao de resultados.

As técnicas mais utilizadas sio:

* NIR: Espectroscopia de Infravermelho Proximo. Esta técnica baseia-se
na interpretacao da informacao espectral resultante da absor¢ao de ener-
gla por parte das ligacGes existentes nas moléculas de uma dada amostra
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que podem ser causada por sobreposi¢oes de vibragoes fundamentais,
combinagbes de vibragdes fundamentais e absor¢des eletronicas. Regiao
de aquisicao de espectros (12000 cm™ a 4000 cm™);

e FTIR-ATR: Espectroscopia de infravermelho com transformadas de
Fourier (FTIR) com reflectancia total atenuada (ATR). Nesta técnica se-
melhante a anterior, é utilizado um cristal com indice de refracio muito
elevado (superior ao da matriz a analisar) e baixa absor¢ao no infraver-
melho. Regido de aquisi¢ao de espectros (4000 cm™ 2 400 cm™);

« RAMAN: E uma técnica que usa um feixe de luz monocromatica que ao
atingir a amostra, ¢ espalhada por ele, gerando luz de mesma energia
ou de energia diferente da incidente. Esta técnica permite identificar as
ligagGes presentes nas moléculas constituintes de um material, seja ele
solido, liquido ou gasoso, transparente ou opaco, cristalino ou amorfo.
Por outro lado dado que nesta técnica ¢ possivel analisar vibra¢oes a
comprimentos de onda muito inferiores permite determinar o tipo e a
quantidade de ligagbes presentes nas estruturas moleculares de materiais
organicos ou inorganicos a partir dos seus estados de vibrag¢oes funda-
mentais. Regido de aquisi¢ao de espectros (4000 cm™ a 50 cm™).

As vibragoes moleculares passiveis de serem medidas em espetrometria
de infravermelho podem ser classificadas em vibragao de deformagao an-
gular (bending) e vibrag¢ao de deformacao axial (strezching).

Os espectros adquiridos por estes tipos de equipamento sao complexos
devido a ocorrerem sobreposicdes e combinagoes das ligagoes dos varios
grupos funcionais presentes numa mesma amostra. Para se proceder a in-
terpretagao da informagdo espectral é necessario recorrer a varios métodos
de quimiometria, nomeadamente calibragao multivariada, que utiliza varios
comprimentos de onda especificos para cada determina¢ao de uma dada
caracteristica de uma amostra (Shurvell, 2001). Na maioria dos casos utili-
zando a mesma informacao espectral em regides diferentes e com diferen-
tes pré processamentos ¢ possivel retirar informagdo de varios componen-
tes de uma mesma amostra (Anjos ¢f a/, 2016; Shurvell, 2001).

Devido a complexidade dos espectros, estes sao geralmente transforma-
dos antes da analise multivariada. No processo de otimiza¢ao dos mode-
los, pode ser utilizado como pré-processamento dos espectros as seguintes
metodologias: corre¢ao multiplicativa de dispersio; correcao da linha de
base; normaliza¢ao pelo minimo e maximo; normalizagao vetorial; primeira
derivada; primeira derivada + corre¢ao multiplicativa de dispersao; primeira
derivada + corre¢do da linha de base; primeira derivada + normalizagdo
vetorial; segunda derivada.
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Na calibragao e validacio dos modelos obtidos por espectroscopia de
infravermelho a robustez dos mesmos ¢ avaliada por uma série de parame-
tros estatisticos, nomeadamente: Rk — numero de componentes principais;
t* — coeficiente de determinacio; RMSECV - erro quadritico médio da va-
lidagao cruzada; RMSEP - que traduz a diferenca entre os valores previstos
da amostra e os valores de referéncia da amostra na valida¢ao do modelo;
RPD - desvio residual de previsao.

Conzen (2000) sugere para o caso da Industria alimentar que modelos com
RPD>3 permitem a quantificacao de determinado analito, RPD>5 podem ser
usados em controlo de qualidade e RPD>8 representam modelos excelentes.

A técnica de FTIR-ATR ¢ uma técnica muito utilizada para a obtengao
dos espectros pela sua robustez, tipo de informagao passivel de ser retirada
e pelo facto de o equipamento ser o mais acessivel economicamente.

O método de FTIR-ATR provou ser muito robusto em estudos de con-
trolo de qualidade e composi¢ao de alimentos (Anjos e# al, 2015; Gouvi-
nhas ez al., 2015) bebidas alcodlicas (Anjos ef al. 2016; Lachenmeier, 2007,
Palma, 2002) e na detecdo de adulteragoes dos mesmos (Versari ef al. 2014),
entre uma vasta game de outras aplicagoes.

Pelo exposto e em funcdo da diferente composi¢ao das matrizes
passiveis de serem analisadas, os espectros resultantes sio muito diferentes.
Como exemplo na Figura 1 estao representados os espectros adquiridos em
FTIR-ATR para amostras de mel, aguardente, azeite e polpa de morango.
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Figura 1 - Espectros adquiridos em FTIR-ATR em amostras de mel (cor de laranja), aguardente
(azul), azeite (Verde escuro) e polpa de morango (vermelho).

Do mesmo modo os espectros adquiridos de um mesmo produto, mas
em equipamentos distintos apresenta formas diferentes. Na Figura 2 es-
tao representados os espectros adquiridos em FTIR-ATR, NIR e RAMAN
para uma amostra de mel.
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Figura 2 - Espectros adquiridos erﬁ FTIR-ATR, NIR e RAI\IAN dé uma amostra de mel.

Como exemplo de aplicacdo desta técnica apresenta-se o estudo efetua-
do por Anjos et al. (2016) onde se demonstrou a eficacia da aplicacdo da
técnica de FTTIR-ATR para determinagao rapida do teor alcodlico, teor de
metanol, acetaldeido e dlcoois superiores em aguardentes vinicas e bagacei-
ras, com e sem envelhecimento.

A quantificagdo da componente volatil foi realizada por cromatografia
gas-liquido de alta resolu¢ao (CGLAR), de acordo com a NP 3263 (CT83,
1990). A determinagao do teor alcodlico foi efetuada por destilacao e densi-
metria eletronica de acordo com o método padrao proposto por OIV (2014).

Os espectros das amostras foram adquiridos com um espectrémetro
FTIR Bruker (alfa) com uma resolucio de 4 cm™ na regido do infraverme-
lho no comprimento de onda de 400-4000 cm™, utilizando um diamante
como dispositivo de reflectancia total atenuada (ATR). A aquisi¢ao dos es-
pectros foi efetuada com 32 scans por amostra.

A medic¢ao dos parametros referidos por FTIR-ATR demonstrou ajustar-
-se bem para a quantificacao destes compostos, tendo sido encontrados va-
lores de desvio residual de previsio (RPD) a variar entre 12,8 para o teor de
metanol (em g/hL PA)) e 4,1 para o teor de 2+3-metil-1-butanol (em g/hL
P.A.). Os valores do coeficiente de determinacio (t%) variaram entre 99,4 % e
94,1 % respetivamente para os compostos anteriormente referidos.

Os resultados mostram que ¢é possivel aplicar esta técnica como anali-
se rapida para a determinacdo e controlo de qualidade do teor alcodlico,
do metanol, acetaldeido e alguns alcoois superiores (0s que apresentaram
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RPD>5) em aguardentes vinicas e bagaceira, com e sem envelhecimento.
Noutro estudo realizado por Anjos ef al. (2015) aplicou-se a técnica de
FTIR-ATR para a caracteriza¢ao dos teores de agucares (frutose, glucose,
melesitose e turanose) em mel de diversas proveniéncias. Neste estudo, como
método classico de determinac¢ao de agucares foi utilizado um cromatégrafo
i6nico Dionex 3000, equipado com uma coluna CarboPacTM PA20 3x150
mm e pré coluna CarboPacTM PA20 3x30 mm e detector electroquimico no
modo Integrated Pulsed amperometric Detection (IPAD). A aquisi¢ao dos
espectros foi efetuada de modo semelhante ao descrito anteriormente. Ape-
sar do n® de amostras nao ser suficiente para construir um modelo de calibra-
¢do com robustez suficiente para a utilizagao em controlo de qualidade, ficou
provado que esta técnica ¢ promissora para a analise de agicares em mel.
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