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Resumo

Com a crescente evolucao industrial e a procura de produtos com elevada qualidade em prazos
de entrega apertados, as industrias alimentares véem-se obrigadas a acelerar os seus processos
de producao e consequentemente os processos de controlo de qualidade dos seus produtos de
forma a garantir a sua qualidade. Perante isto, o presente trabalho tem como objetivo colmatar
a necessidade de desenvolver, de forma rapida e eficaz, as analises de controlo de qualidade

na industria alimentar.

0 trabalho foi desenvolvido em parceria com a empresa Frulact onde foram obtidas as amostras
e desenvolvidas as analises fisico-quimicas de matéria-prima e produto acabado.
Posteriormente, as mesmas amostras foram analisadas, através de ensaios de espectroscopia
de infravermelho por transformada de Fourier com a técnica de refletancia total atenuada
(FTIR-ATR) desenvolvidas no equipamento Platinum ATR da Bruker e software OPUS versao 7.0,

nas instalacoées da UBI.

Inicialmente é apresentada a revisao bibliografica que comporta a etapa de estagio e o contexto
tedrico da técnica em estudo. Durante o desenvolvimento de atividades na empresa foram
desenvolvidas todas as tarefas que comportam o controlo de qualidade da empresa. Foram
analisados através de técnicas tradicionais os parametros fisico-quimicos de pH, Sélidos SolUveis
Totais e Acidez Total Titulavel na matéria-prima e analises Microbioldgicas de produto acabado,
executadas no laboratério interno de controlo da qualidade da Frulact. Relativamente a base
teodrica da técnica de FTIR-ATR esta contempla a sua origem, funcionamento e aplicacao na
area alimentar, pelo que sdo apresentados alguns estudos ja realizados na analise de géneros
alimenticios para diferenciacao e controlo de qualidade dos produtos.

Os produtos analisados foram o morango inteiro e morango cortado como matéria-prima e
alguns tipos de produto acabado que foram avaliados quanto ao controlo de qualidade visual,
organolético, analitico e microbiologico, na empresa, e posteriormente desenvolvidos os

ensaios de FTIR-ATR, no departamento de quimica da UBI, para posterior comparacao.

Sao apresentados os materiais e métodos utilizados para a analise dos parametros em estudo
dos produtos selecionados que ddo origem aos resultados. Deste modo, é possivel a comparacao
de resultados e obtencédo de conclusdes acerca da técnica de FTIR-ATR sendo considerada a sua

utilizacao a nivel industrial.

Os modelos desenvolvidos apresentam elevados coeficientes de correlacao, bem como erros de
previsao baixos. Estes podem ser utilizados na previsdo de resultados para o parametro de
solidos sollveis totais e acidez total titulavel de amostras de matéria-prima e produto acabado.

No entanto nao foi possivel desenvolver um modelo para o parametro de pH devido a baixa



variabilidade dos resultados. A técnica revelou bons resultados, no entanto seria importante

reforcar o estudo e diversificar as amostras para assegurar a sua credibilidade e aplicabilidade.

Palavras-chave

FTIR-ATR, pH, Sdlidos Sollveis Totais, Acidez Total Titulavel, Morango.



Abstract

With increasing industrial development and the demand for products with high quality in tight
deadlines, food industries are obliged to accelerate their production processes and
consequently the quality control processes of its products to ensure your quality. Given this,
the present study aims to address the need to develop quickly and effectively, the quality

control analysis in food industry.

The work was developed in partnership with Frulact company which were obtained samples and
developed the physical and chemical analysis of raw material and finished product. Thereafter,
these samples were analyzed by Fourier transform infrared spectroscopy with attenuated total
reflectance technique (FTIR-ATR) device developed in Platinum ATR Bruker OPUS software

version 7.0 and, in UBI facilities.

Initially it is presented the literature review that includes the internship stage and the
theoretical context of technical a study. During the development of activities in the company
have been developed all the tasks that involve the quality control of the company. Were
analyzed using traditional techniques physicochemical parameters of pH, Total Soluble Solids
and Total Titratable Acidity developed in raw material and Microbiological analyzes of finished
product, performed in the internal laboratory of quality control in the Frulact. Regarding the
theoretical basis of FTIR-ATR technique contemplates its origin, operation and application of
the same in the food area, here are shown some previous studies in the analysis of food for

differentiation and quality control of products.

The products analyzed were the whole strawberry and strawberry cut as raw material and some
types of finished product were evaluated for control of visual quality, organoleptic, analytical
and microbiological testing, the company, and further developed the FTIR-ATR tests in

chemistry department UBI, for comparison.

The materials and methods used for the analysis of the study of selected products on
parameters from which the results are displayed. Therefore, it is possible to compare results
and obtain conclusions about the FTIR-ATR technique being considered to be used at industrial

level.

The developed models have high correlation coefficients and low forecast errors. These can be
used to forecast results for the total soluble solids and titratable acidity parameter samples of
raw material and finished product. However it was not possible to develop a model for the pH
parameter due to the low variability of results. The technique has yielded good results, however
it would be important to strengthen the study and diversify samples to ensure their credibility

and applicability.
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Capitulo | - Introducao

As frutas apresentam-se como um elemento essencial da alimentacao dos portugueses que sao
aconselhados a comer mais de uma peca de fruta por dia. No entanto este alimento nao se
encontra apenas sob a forma de fruta fresca na nossa alimentacdo, mas sim numa pandplia de
produtos transformados e derivados da fruta que sdao apreciados por um publico-alvo muito
vasto e diferenciado. Existem varias empresas que lidam com produtos hortofruticolas
diariamente em Portugal, estas empresas estao sujeitas a um controlo cada vez mais rigoroso
por parte das entidades reguladoras nacionais e internacionais como por exemplo: a Autoridade
de Seguranca Alimentar e Econdmica (ASAE) e a European Food Safety Authority (EFSA). Estas
entidades sao responsaveis pela avaliacdo e comunicacao dos riscos na cadeia alimentar,
fiscalizacdo destas atividades e ainda emitir pareceres cientificos independentes sobre a

seguranca alimentar.

A empresa Frulact possui um sistema de controlo de qualidade bastante exigente e rigoroso que
dispoe de varias certificacoes mediante a politica de Qualidade, Ambiente e Seguranca
Alimentar (QASA). As praticas de controlo de qualidade desenvolvidas nesta empresa possuem
uma vasta gama de parametros a analisar. Sendo assim necessario a atualizacao e uso de novas

tecnologias para analisarem esses parametros de forma rapida e eficaz.

Como alternativa as analises desenvolvidas pelos métodos analiticos oficiais, surge a
espectroscopia de infravermelho com transformadas de Fourier (FTIR) acoplada com refletancia
total atenuada (ATR) que permite obter de forma mais eficaz e nao destrutiva as informacodes
acerca das propriedades fisicas e quimicas de uma amostra. Este método apresenta como
vantagens a sua facil utilizacao e rapidez de analise, uma vez que a preparacdo da amostra é
quase inexistente permitindo se necessario uma atuacao imediata sobre algum produto. Uma
atuacdo imediata contribui para a diminuicdo de desperdicios e reducao dos prejuizos

adjacentes.

O FTIR permite uma abordagem qualitativa e quantitativa. Do ponto de vista qualitativo,
permite a distincao das amostras semelhantes por grupos, sendo considerado por varios autores,
tais como Barbara Stuart e Schmitt e colaboradores, entre outros, como um método que
fornece um fingerprint de um determinado componente (Stuart 2004; Schmitt & Flemming
1998; Mauer et al. 2009; Shyam 2010; Gallardo-Velazquez et al. 2009). Relativamente a analise
quantitativa sao utilizadas técnicas de quimiometria que permitem a quantificacdo de varios

parametros tais como: pH, solidos solUveis totais e acidez total titulavel.

Com a evolucao do FTIR e em particular da técnica de ATR foram ja desenvolvidos diferentes
estudos que demonstram a sua relevancia, nomeadamente para uma eficiente e rapida
determinac&o de acUcares e acidos organicos de frutos (Bureau et al. 2009; Bureau et al. 2013;

Nagarajan et al. 2006), na analise de outros horticolas, leguminosas e derivados, onde foi



possivel a distincdo entre alimentos conforme e nao conforme (Craig et al. 2012), em outros
alimentos em que foram avaliadas as carateristicas nutritivas e valor energético (Iion et al.
2004; Moros et al. 2005), na detecao de adulterantes e outros compostos importantes para um
controlo de qualidade rigoroso (Gallardo-Velazquez et al. 2009; Duarte et al. 2004), e na
monitorizacao de reacdes bioldgicas e quimicas em determinados produtos (Cocciardi & Sedman
2005).

Para uma melhor compreensao do estado atual da analise de produtos fruticolas em ambientes
industriais € necessario uma explicacao acerca das propriedades da fruta e como estas se

relacionam com a alimentacao em Portugal.

1.1 Fruta

0 interesse no valor nutricional das frutas e produtos horticolas tem vindo a aumentar, devido
ao elevado nivel de obesidade e outros problemas relacionados com a dieta e saude das
populacdes. Por outro lado, tem-se observado um incremento do apoio governamental na area
da alimentacdo e salde, nomeadamente através da criacdo do Concelho Nacional de
Alimentacdao e da Autoridade de Seguranca Alimentar e Econdmica (ASAE) que atua em
cooperacao com a European Food Safety Authority (EFSA). O objetivo do primeiro programa
nacional de promocao da alimentacdo saudavel consistiu em melhorar o estado nutricional da

populacao portuguesa (Barrett 2008; Graca & Gregoério 2012)

A fruta e vegetais sdo uma importante componente da dieta diaria saudavel, uma vez que estes
sdo a fonte primaria de alguns nutrientes essenciais (Who 2003; Pennington & Fisher 2009). E
recomendado um consumo minimo de 400 g de hortofruticolas por dia, equivalente a 150 kg
por pessoa por ano (Pennington & Fisher 2009; Candeias et al. 2005). A nova roda dos alimentos
€ composta por 7 grupos de alimentos que indicam a proporcao em que deve estar presente na
alimentacao diaria. A fruta ocupa 23% da dose diaria recomendada para uma alimentacao

saudavel (Franchini et al. 2004).

O termo botanico “fruta” refere-se as sementes e tecidos circundantes de uma planta
(Pennington & Fisher 2009). A Organizacdao Mundial da Saide (OMS) tentou alcancar um
significado universal para fruta através de inquéritos a consumidores. Grande parte das pessoas
definem “fruta” como a componente carnuda em torno das sementes de uma planta que
comporta um sabor doce e que é frequentemente consumido cru sob forma de sobremesa ou
lanche (Who 2003).

A fruta é caracterizada pelos seus contetdos de acUcares simples e de facil absorcao (frutose)
com uma quantidade infima de gordura. Apresenta uma elevada capacidade de fornecer agua,
fibras, minerais e uma quantidade apreciavel de vitaminas do complexo B, C e carotenos (Dias
2011). Contém ainda substancias com propriedades antioxidantes, nomeadamente os acidos

organicos e pigmentos, que podem ter atividade metabdlica e anti-carcinogénica. O consumo



de fruta pode influenciar o curso das células tumorais no corpo humano (Kader 2001). Foram
desenvolvidos estudos que indicam que o consumo de fruta pode ajudar a prevenir o cancro do
pulmao, bexiga, boca, faringe, laringe, eséfago, estomago, colon e reto (Dias 2011). O consumo
adequado de fruta também tem demonstrado uma reducdo no risco de contrair doencas
cardiovasculares (Christensen et al. 2013; Bazzano et al. 2011) e na prevencao contra o excesso

de peso e obesidade (Aranceta et al. 2007)

E importante proceder a diferenciacdo dos tipos de fruta para que os investigadores possam
avaliar as relacdes entre dieta, salde e doenca. Existem diferentes tipos de classificacdo da
fruta de acordo com a sua composicdo, cor, familia botanica, regido de origem e a parte da
planta que é comestivel (Pennington & Fisher 2009). Relativamente a aquisicao e consumo de
fruta, é de senso comum que nao deve estar excessivamente madura, suja, com fendas ou

fissuras, nem contaminada por parasitas ou bolores (Gregorio et al. 2012).

O processamento e coccdo deste género alimenticio podem afetar consideravelmente o seu
valor nutricional (Kader 2001). E recomendado o consumo variado de fruta fresca e como um
todo, ou seja ingerindo a casca e sementes, se possivel, excluindo ou reduzindo ao maximo a

ingestao de fruta no formato de sumo e fruta seca (Christensen et al. 2013).

Existem alimentos que incluem fruta, ou mais precisamente polpa de fruta, que também podem
fornecer os beneficios parciais da fruta quando ingerida como um todo. O uso de polpa de fruta

€ cada vez mais recorrente na concecao de géneros alimenticios.

1.2 Polpa de Fruta

A fruta minimamente processada consiste na producao através do corte de fruta fresca, sendo
submetida a um processamento minimo como a remogao da casca, corte ou trituracao, tendo

em vista a sua utilizacao final (Ahvenainen 2000).

A fruta pode ser transformada em varios produtos distintos, tais como, sumo e concentrado de
fruta, polpa, doces e geleias, enlatados, molhos ou simplesmente mantidos sob a forma de
minimamente processados em saladas de fruta previamente preparadas e embaladas.
Dependendo das etapas de transformacao e do fim a que se destina o produto, é submetido a

diferentes processos de limpeza, lavagem e/ou desinfecao.

A polpa é a parte comestivel de frutos inteiros, eventualmente descascados ou sem sementes,
podendo apresentar-se cortada em rodelas, mas sem ser reduzida a polme através de
peneiracdo. E um produto ndo fermentado, ndo concentrado, obtido da fruta por processos
tecnolégicos adequados, com um teor minimo de sélidos em suspensdao (Ministério da

Agricultura Desenvolvimento Rural e Pescas 2003; Mendes & Laurino 2010).



A fruta esta a sair da tradicional zona dos frescos dos supermercados para ocupar novos espacos.
Desde as garrafas de sumo de fruta, fruta cortada e embalada pronta a consumir, snacks e mais
recentemente em pacotes de fruta desidrata. E ainda longe dos olhares dos consumidores, nos
laboratorios e empresas sdo criados produtos diferentes e inovadores tendo por base a fruta na

sua forma original e em polpa (Silva 2014).

1.3 Frulact

A empresa Frulact consiste numa indUstria alimentar responsavel pela producao de preparados
a base de fruta para outras marcas da indistria alimentar. Tal como outras empresas da area
alimentar em Portugal, tem como objetivo proporcionar aos consumidores produtos naturais,

saudaveis e de elevada qualidade a nivel organolético.

Esta empresa procura manter uma selecao rigorosa das equipas de trabalho, equipamentos e

processos de fabrico tendo em conta o Know-How e as politicas de gestao ambiental.

Trata-se de uma multinacional que possui varias unidades fabris, no entanto foi na Maia que
teve inicio, expandindo-se posteriormente para a zona da Covilha. Possui uma unidade
secundaria sediada na freguesia do Ferro, responsavel pela primeira Transformacao. Este
processo, segundo a empresa, consiste na preparacao da fruta para posterior utilizacao. Na
freguesia do Tortosendo esta presente a unidade principal onde é feita a transformacao de um

conjunto de matérias-primas em produto acabado (Informatica 2015).

A gama de produtos que esta empresa fornece ao mercado tem por base a producao de polpas
e concentrados de fruta e subdivide-se de acordo com o seu fim, nomeadamente para a
producao de lacticinios, gelados, pastelaria e bebidas. Estes alimentos representam uma fatia

consideravel na alimentacdo diaria dos diferentes estagios etarios (Frulact 2014).

1.3.1 Rastreabilidade

As instalacdes do Tortosendo possuem infraestruturas e equipamentos que vao ao encontro dos
requisitos gerais aplicaveis, presentes no Regulamento (CE) N° 852/2004 do Parlamento Europeu
e do Conselho de 29 de abril de 2004. Sendo que também os operadores desta empresa se regem

pelas regras impostas para o Sector Alimentar.

E importante que exista uma rastreabilidade total dos produtos. Esta vertente acarreta um
elevado nivel de responsabilidade aos fornecedores de cada matéria-prima, nomeadamente as
condicoes de transformacado, armazenamento e transporte, sendo que apds a chegada dos

produtos as instalacoes a responsabilidade fica ao encargo dos colaboradores da empresa.

A matéria-prima deve percorrer um curso ininterrupto até ser transformada em produto
acabado, e posteriormente embalado, sem que exista cruzamento de produtos na cadeia de

producao como se pode observar na Figura 1. Os produtos seguem uma linha continua para



evitar possiveis contaminacodes fisico-quimicas e microbiologicas que sao indesejaveis e alvo de

preocupacao permitindo ainda uma facil identificacdo e controlo de possiveis riscos associados.

Rececdo da Matéria-Prima Cais de Desembarque

Controlo de Qualidade

Matéria-Prima Laboratério
Fim do Percurso
Sob condicées de Refrigeracao ou a T°C
Armazenamento Ambiente com Teor de Humidade Controlada

Pré-Transformacao Sala de Transformagao Primaria

Producao Producio

Zona de Transformacgao Secundaria

Embalamento

Produto Acabado

Figura 1- Fluxograma geral de processamento no complexo industrial do Tortosendo, da empresa Frulact.

A Frulact tem implementado nas instalacdes um adequado sistema de analise de perigos e
pontos criticos de controlo, comumente designado por HACCP proveniente do termo inglés
“Hazard Analysis and Critical Control Point”. Tratando-se de um instrumento que auxilia os
operadores de empresas do sector alimentar a alcancar padrdées mais elevados de seguranca
dos géneros alimenticios (Parlamento Europeu & Uniao Europeia 2004). Este plano encontra-se
em constante processo de avaliacdo e atualizacao para que todas as normas de boas praticas
sejam cumpridas e todos os Pontos Criticos de Controlo devidamente identificados e

fiscalizados.

Todo o processo tem em vista as medidas especificas de higiene, no que diz respeito aos
critérios microbioldgicos e de temperatura aplicaveis, a implementacao de processos de modo
a respeitar os alvos estabelecidos para cumprir com os requisitos, a constante monitorizacao e
manutencdo da cadeia de frio, assim como também a recolha frequente de amostras para

posterior analise (Gongalves 2006).

Dispoe de varias certificacoes que satisfazem os seus principios e exigéncia dos seus clientes,

nomeadamente (Informatica 2015):

e SO 9001:2008 - Sistema de Gestao da Qualidade;

o 1SO 22000:2005 - Sistema de Gestao da Seguranca Alimentar;
e NP ISO 14001: 2012 - Sistemas de Gestao Ambiental;

« BRC - Global Standard for Food Safety;

» Producao Biologica;

» NP 4457:2007 - Investigacao, Desenvolvimento e Inovacao.



De um modo genérico, as regras gerais e especificas, nomeadamente de higiene e seguranca,
tém como principal objetivo garantir um elevado nivel de protecao do consumidor em matéria

de seguranca dos géneros alimenticios (Parlamento Europeu & Unido Europeia 2004).

1.3.2 Controlo de Qualidade

O Controlo de Qualidade é realizado nas varias etapas de desenvolvimento do produto,
nomeadamente na rececao da fruta e restantes matérias-primas, no decorrer do processo de
fabrico e na fase de produto acabado, onde é feita ainda uma analise microbiologica dos

produtos para garantir a sua seguranca ao longo da sua vida util.

0 conceito de matéria-prima engloba uma pandplia de elementos que sao utilizados como base
na producdao de determinado produto. A fruta destaca-se como ingrediente principal e
fundamental no processo. Na rececdo da fruta sdo analisados varios parametros fisico-quimicos
tais como: o “brix, pH, humidade, elementos anémalos e calibre. Estes parametros irdo ser
referidos ao longo deste trabalho. Sao também testados alguns aromas e corantes, entre outros

aditivos usados na formulacao do produto final.

Por outro lado, o produto acabado é considerado o resultado que relne todos os elementos da
sua receita e contém todas as caracteristicas que permitem que este seja enviado para o
cliente. Previamente sdo garantidas todas as condicdes fisico-quimicas, organoléticas e de
seguranca que vao ao encontro dos parametros exigidos pelo cliente para posterior aprovacao
do produto. No produto final procede-se a avaliacdo de outros parametros importantes tais
como: grau Brix, pH, aparéncia (cor e textura), calibre e viscosidade. Sao ainda executadas
analises microbiologicas ao longo do processo, e as condicoes higiénicas sao mantidas com uma

monitorizacao rigorosa de temperatura e pressao.

Para o controlo e posterior aprovacdo da matéria-prima e produto acabado sado realizadas
analises de referéncia para garantir que todos os parametros de controlo estdao dentro das
normas. Estas normas definem o valor limite minimo e maximo permitido. Pelo que se torna
importante abordar algumas das principais analises utilizadas neste controlo que dizem respeito

a componente fisico-quimica.

A determinacdo dos sdlidos sollveis totais, grau Brix, é responsavel pela determinacdo da
presenca de compostos sol(iveis em determinada solucdo. E comumente utilizada na matéria-
prima, de modo a identificar o estado de maturacao do fruto, e ao longo do processo para medir
a quantidade aproximada de acUcares. Estes podem estar presentes nas mais variadas formas,
desde sacarose, glucose, entre outros. E um fator determinante na libertacdo do produto ao
cliente, uma vez que é um fator de qualidade quanto ao sabor (Oliveira et al. 2011) e influéncia

a capacidade de conservacao ao longo do tempo.



Relativamente ao pH, a sua analise é feita no decorrer do processo para verificar a estabilidade
do mesmo que ira determinar a seguranca e o periodo de vida (til de cada produto, uma vez
que um valor de pH acima das especificacdes pode levar a deterioracao dos alimentos durante
0 armazenamento e distribuicao (Kress-Rogers & Brimelow 2001), pelo que é vital a avaliacao

deste critério.

Um outro parametro utilizado € a acidez total titulavel, que verifica a quantidade de acido de
uma amostra quando reage com uma base de concentracao conhecida (NaOH, 0,25 M), este
parametro € comumente associado, neste caso concreto na fruta, a presenca de acido citrico,

estando relacionado com a analise da etapa de maturacédo do produto.

As analises Microbiologicas sdao desenvolvidas preferencialmente nos produtos acabados
aquando do seu embalamento. Estes procedimentos visam garantir a inexisténcia de uma
contaminacao que possa comprometer a estabilidade do produto, assim como também a
seguranca do produto quando utilizada pelo cliente e no seu posterior consumo. As analises
executadas verificam a flora total, a inexisténcia de bolores, leveduras, coliformes totais e

microrganismos formadores de esporos, de acordo com as seguintes normas:

o NP-1828_Géneros alimenticios. Analise microbioldgica. Colheita de amostras;

+ NP-1829_ Géneros alimenticios. Analise microbiologica. Preparacao da amostra;

o NP-3005_Géneros alimenticios. Analise microbioldgica. Preparacao das diluicoes para
analise microbiologica;

» 1SSO-7954_Microbiologia de alimentos e racdes para animais - Método horizontal para a
enumeracao de bolores e leveduras;

« NP-1410_Microbiologia alimentar sumos e polmes de frutos e produtos horticolas e seus
derivados pesquisa de bactérias coliformes;

o NP-2164_Microbiologia alimentar. Pesquisa de coliformes fecais. Filtracdo em

membrana, incubacao e contagem.

Considerando o grau de exigéncia e todos os fatores a ter em conta para a analise e verificacao
de matéria-prima e produto acabado seria vantajosa a implementacdo de um método simples
e rapido de analise através do FTIR-ATR, caso este corresponda eficazmente ao proposto. No
entanto sabe-se que alguns elementos presentes na composicao do produto acabado podem

influenciar a obtencao de resultados dificultando a determinacao dos valores pretendidos.






Capitulo Il - Revisao Bibliografica

2.1 Espectroscopia de Infravermelho

0 conceito de espectroscopia reside no estudo da interacdo da luz com a matéria, através de
transmissao, absorcao ou reflexdo. A luz € uma onda eletromagnética, cujo comprimento de
onda se encontra no intervalo visivel a olho nu com a capacidade de propagacao através de
diferentes meios (ar, agua e vazio) e materiais (vidro). No entanto é a parte elétrica da luz,
denominada de vetor elétrico, que é responsavel pela interacdo com as moléculas da matéria
(Smith 2011).

Propriedades espectroscépicas, como a absorcao, fluorescéncia e dispersao (linear e dicroismo
circular) podem fornecer informacdes sobre a identidade, concentracdo e/ou dinamica de
moléculas, com sensibilidade a pequenas mudancas na estrutura molecular ou na sua vizinhanca
(Parson 2009).

Uma das técnicas de espectroscopia mais utilizadas na area de caracterizacao de alimentos ou
controlo de qualidade é a espectroscopia de infravermelho (Cordella et al. 2002; Stuart 2004).
Esta tem sido adotada como uma ferramenta analitica em varias areas de estudo, tendo
superado, em alguns casos, os métodos tradicionais. As principais razdes para a grande
aceitacao desta tecnologia sao a rapidez com que as amostras podem ser caracterizadas, quase
sem manipulacao, e a flexibilidade do equipamento, pelo que é frequentemente utilizada no
controlo de qualidade e monitorizacao de processos na IndUstria Alimentar (Blanco & Villarroya
2002; Syahariza et al. 2005; Che Man et al. 2005).

Esta técnica permite uma analise rapida e nao destrutiva como alternativa a técnicas de
medicdo quimica para caracterizacao de qualidade e medidas quantitativas (Syahariza et al.
2005).

Trata-se de um método de analise que se baseia na observacao de vibracées de moléculas que
sao excitadas na zona de comprimento de onda correspondente ao infravermelho. Uma das
grandes vantagens da espectroscopia de infravermelho é a sua capacidade de analisar a maior
parte das amostras em quase todos os estados (Stuart 2004). Sendo utilizada no fornecimento
de informacodes da estrutura e composicao molecular numa vasta gama de materiais (Syahariza
et al. 2005; Che Man et al. 2005).

De um ponto de vista generalizado esta técnica fornece informacao estrutural que constitui um
Fingerprint molecular da amostra. Pelo que pode ser utilizada apenas como ferramenta de
caracterizacao da amostra ou detecao de adulterantes e outros constituintes, aquando de uma

analise de géneros alimenticios (Cordella et al. 2002).



A regido de infravermelho (10-14000 cm™) do espectro eletromagnético é dividida em trés
regides: proximo, médio e distante. O infravermelho (IV) médio (400-4000 cm™') é a regido mais
comumente utilizada para analise, uma vez que todas as moléculas possuem absorvancia a

frequéncia caracteristica e vibracao molecular primaria (Davis & Mauer 2010a).

Os espectros de IV, como se pode observar na Figura 2, sdo medidos através do calculo de
intensidade da radiacao incidente, antes e apds a passagem pela amostra, apresentado sob a

forma de absorvancia em funcao da frequéncia.

Absorvancia

4000 3000 2000 1000
Frequéncia (cm™)

Figura 2 - Exemplo de um espectro de agua (Sun 2009).

Os espectros de absorvancia na espectroscopia de infravermelho seguem a lei de Lambert Beer,

que relaciona a concentracao e a absorvancia, presente na equacao 1.
A; =lge (1)

onde A, representa a absorvancia, [ ¢ a distancia percorrida pela radiacdo através da amostra,

&, indica a absortividade e ¢ a concentracao.

A transmitancia nao é diretamente proporcional a concentracao e é definida na equacao 2.

T (%) = (2)

IR

onde I indica a intensidade do feixe de infravermelho depois de passar pela amostra, I, é a

intensidade do feixe antes de passar pela amostra e T a transmitancia (Davis & Mauer 2010a).

Atualmente os instrumentos de espectroscopia de infravermelho, utilizados para aplicacoes
analiticas, baseiam-se numa medicdo interferométrica, designada por espectroscopia de

infravermelho por transformadas de Fourier. A utilizacao da Transformada de Fourier permite
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a conversao dos dados matematicos em formato interferométrico para o comprimento de onda
no formato tradicional baseado na frequéncia espectral (Coates 1998b).

2.2 Espectro Eletromagnético de Infravermelho

0 infravermelho refere-se a parte do espectro eletromagnético entre as regides do visivel e as
micro-ondas. O espectro eletromagnético refere-se a recolha de energia radiante, de raios
cosmicos a raios-X para a luz visivel e micro-ondas, cada um dos quais podem ser considerados
como uma onda ou particula que viaja a velocidade da luz. Estas ondas diferem umas das outras
no tempo e frequéncia, tal como ilustrado na Figura 3 (Biochem 2002).
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£ -
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~ ||
0 ; -2 2
Microondas, 3 X 107=a 10“cm
10°
Radiofrequéncia, 6 X 10%a 5 X 10%cm
108

Figura 3 - Espectro eletromagnético (Biochem 2002).

Tanto do ponto de vista de aplicacdo como da componente de instrumentacao, é conveniente
dividir o espectro de infravermelho em trés regides distintas, como ja foi referido

anteriormente, sendo designadas devido a sua relacao com o espectro visivel:

e NIR - Infravermelho proximo, no qual a frequéncia varia entre 14 000 e 4 000 cm™' e 0
comprimento de onda de 0,8 a 2,5 uym, posicionado ao lado da regiao visivel,
denominado de harmdnico ou vibracdes harmdnicas mais altas;

e MID - Infravermelho médio, onde a frequéncia varia de cerca de 4 000 a 400 cm™' e o

comprimento de onda alcanca desde 2,5 a 25 pm. Podendo este intervalo ser utilizado
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para o estudo da estrutura de moléculas. Comumente, o termo “Espectroscopia de
Infravermelho” refere-se a esta regiao central de Infravermelho;

* FAR - Infravermelho distante, em que a frequéncia varia entre aproximadamente 400 a
10 cm" e o comprimento de onda de 10 a 1 000 pm, sendo a regido de menor consumo
de energia com a capacidade de excitar a estrutura vibracional (Reichenbacher & Popp
2012).

Os espectros de absorcao, emissao e reflexdao de radiacdo de infravermelho, de espécies
moleculares, podem ser explicados assumindo que todos sao o resultado de trocas energéticas
distintas produzidas nas transicoes de moléculas de um estado de energia vibracional e

rotacional para outro distinto (Skoog et al. 1998).

O conceito de vibracoes caracteristicas é utilizado para a analise qualitativa de moléculas
poliatdbmicas. Em compostos organicos, ocorrem vibragdes caracteristicas geralmente entre a
gama de frequéncias de 4 000 e 1 500 cm™'. Compostos inorganicos contendo atomos pesados
podem apresentar vibracdes caracteristicas em frequéncias muito baixas. As vibracdes
caracteristicas sao baseadas em movimentos, principalmente vibracées de alongamento, que
sdo localizadas e caracteristicas de grupos funcionais tipicos. Enquanto bandas individuais nao
sdo suficientes para confirmar a identidade de uma molécula, estas bandas fornecem
informacodes Uteis sobre o tipo e quantidade das subestruturas que compdéem uma molécula
(Hof 2003). Esta analise ira consequentemente ser passivel de ser usada para analise da

estrutura molecular de matérias-primas em empresas alimentares.

2.3 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de

Fourier

Os espectrometros sdo comercializados desde cerca de 1940 e desde entdo sofreram varios
progressos. Os aperfeicoamentos mais significativos na espectroscopia de infravermelho
surgiram como resultado da aplicacdo da transformada de Fourier em espectrometros (FTIR).
Este tipo de instrumento emprega um interferometro e explora o processo matematico de

transformacao de Fourier (Stuart 2004).

Esta técnica baseia-se na interferometria que é a ciéncia e técnica da sobreposicdo de duas ou
mais ondas de entrada que resulta numa terceira que pode ser usada para explorar a diferenca
entre as ondas de entrada (Van de Voort 1992). A transformada de Fourier permite uma
melhoria da qualidade dos espectros de infravermelhos obtidos € minimizar o tempo utilizado

para obtencao de resultados (Stuart 2004).

De um modo geral os espectrometros de infravermelho baseiam-se no interferometro de

Michelson, representado de uma forma esquematica na Figura 4.
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Figura 4 - Esquema dos componentes basicos de um interferometro de Michelson (Stuart 2004; Davis &
Mauer 2010a).
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Esta técnica possui uma fonte de infravermelho, que emite radiacao, que passa através de um
interferdbmetro, geralmente um interferometro Michelson, com a presenca de dois espelhos
planos colocados perpendicularmente, um dos quais se pode movimentar na direcao
perpendicular ao plano, e um divisor de feixe escolhido de acordo com a regiao a ser examinada
que corta os planos destes dois espelhos. Os dois feixes sao refletidos a partir destes espelhos,
retornando para o divisor de feixe onde eles se recombinam e interferem. Quando a radiacao
de infravermelho passa através de uma amostra, alguma radiacdo é absorvida enquanto a
restante é transmitida para o detetor. O espelho em movimento produz uma diferenca de
trajeto otico entre os dois bracos do interferometro onde para diferentes comprimentos de
onda, os dois feixes interferem destrutivamente no caso de ocorrer transmissao, e
construtivamente no caso de o feixe ser refletido. A flutuacao da intensidade da energia que
chega ao detetor ¢é lida utilizando sistema de aquisicdo de dados em tempo real o que resulta
num interferograma que contem a informacao espectral da amostra. Um interferograma é um
espectro com a intensidade de luz absorvida em funcdo do tempo. Posteriormente é aplicada
a funcdo matematica, denominada por transformada de Fourier, responsavel pela
transformacado do interferograma num espectro de infravermelho onde a intensidade é em
funcao da frequéncia (Davis & Mauer 2010a; Stuart 2004; Schmitt & Flemming 1998; Van de
Voort & Ismail 1991).

Nos ultimos anos, o desenvolvimento da espectroscopia FTIR, e das suas 6ticas auxiliares, tém
tido um enorme progresso. A fotometria e precisao do comprimento de onda, a qualidade
espectral e reprodutibilidade de instrumentos modernos em combinacao com técnicas de

quimiometria permitem uma ampla area de aplicacdes (Schmitt & Flemming 1998).

13



A tecnologia de espectroscopia de infravermelho por transformadas de Fourier levou a uma
renovacao do interesse pela espectroscopia de infravermelho como ferramenta de analise
quantitativa. Com a diminuicao do custo desta tecnologia, € agora possivel considerar a sua
utilizacado para analise de varios componentes de géneros alimenticios (Van de Voort & Ismail
1991).

2.3.1 Técnicas de Transmissao e Reflexao

Com a utilizacao da tecnologia de espectroscopia de infravermelho por transformada de
Fourier, a interacao entre a amostra e a radiacdo de infravermelho de determinada
intensidade, pode ser absorvida, refletida, dispersa ou transmitida. Na analise por
espectroscopia a medicdo da luz é subdividida em duas técnicas distintas, nomeadamente a

transmissao e a reflexao (Hof 2003).

A espectroscopia de transmissdo é bastante utilizada como técnica de medicdo. Esta é uma
metodologia simples que pode ser aplicada na caracterizacao de gases, liquidos e solidos que
permitam a passagem de luz (Hof 2003). Esta técnica mede o decréscimo na intensidade da
radiacdo que passa através da amostra quando é absorvida. Trata-se de uma analise muito
sensivel pelo que é necessario ter um cuidado especial na preparacdo da amostra,

nomeadamente a sua concentracdo, homogeneidade e tamanho das particulas (Hof 2003).

Relativamente aos métodos de espectroscopia de reflexao estes podem ser utilizados em
materiais mais opacos. A medicdo através da reflexao pode ser desenvolvida de acordo com
dois tipos de configuragao basicos, a reflexdo externa (especular) e interna (ATR), fornecendo
dados que sdo influenciados, de uma maneira ou de outra, através do indice de refracao da

amostra ou comprimento de onda de medicao (Hof 2003; Osborne et al. 1993; Coates 1998a).

No caso da espectroscopia de reflexao externa, quando o feixe de infravermelhos incide na
amostra pode ser refletido sob a forma de reflexdo especular ou difusa, esta analise é
influenciada pelas caracteristicas fisicas da amostra podendo afetar o espectro obtido. Por sua
vez a reflexao interna, usualmente empregue na reflexao total atenuada (ATR), o feixe de
infravermelhos é diretamente refletido na amostra (Hof 2003; Osborne et al. 1993; Coates
1998a). Sendo esta técnica bastante utilizada na IndUstria Alimentar para analise de matéria-

prima e controlo de qualidade de produto acabado.

No entanto, para ser aplicavel na indUstria alimentar, qualquer metodologia desenvolvida deve
atender a trés critérios basicos: a instrumentacao deve ser operacionalmente simples e precisa,
equipada com protocolos analiticos especificos previamente definidos para um determinado
produto alimentar ou categoria; é necessario obter protocolos de preparacao e manuseamento
de amostras padronizados; é importante desenvolver procedimentos de calibracdo padrao
juntamente com, padroes de calibracao pré-formulados e pré-analisados (Van de Voort & Ismail
1991).
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2.3.2 FTIR-ATR

Os primeiros relatos que descrevem a técnica de reflexao total atenuada foram publicados em
1933 por Taylor, que aplicou esta metodologia para obtencao de espectros (Paul A. Wilks &
Hirschfeld 1985). Esta técnica esteve disponivel em diferentes formas durante muitos anos,
sendo também conhecida como FTIR-ATR (Coates 1998a). E utilizada, comumente, no
infravermelho para a obtencao de espectros de absorcao de filmes de espessura minima e

materiais opacos (Hollas 2004).

A reflexao total atenuada ocorre quando um meio de absorcao se encontra muito perto, ou em
contacto com a superficie refletora. A luz refletida internamente é atenuada, a energia dissipa
sob a forma de uma pequena quantidade de calor e a intensidade da radiacao refletida
internamente diminui segundo os comprimentos de onda em que o material absorve energia
(Shyam 2010; Thermo 2015).

O principio da técnica de ATR baseia-se na transmissao de luz através de um elemento otico,
constituido por um material de elevado indice de refracdo. De acordo com o angulo de
incidéncia pode ocorrer reflexao e refracao parcial, se o angulo de incidéncia for pequeno ou
no caso de o angulo de incidéncia ser superior ao angulo critico, respetivamente. O feixe de
radiacdo de infravermelho entra no cristal onde se da a reflexao interna total em funcdo do
indice de refracao das duas superficies. O feixe ultrapassa a superficie refletora e alcanca a
amostra, perdendo energia num comprimento de onda especifico, no qual esta absorve
radiacao. Ou seja, isto resulta na atenuacao da luz refletida internamente, em funcao da
absorcao da amostra. A profundidade de penetracao depende do comprimento de onda, do
indice de refracdo do cristal e do angulo de radiacdo incidente. Por sua vez a radiacao
resultante da reflexao total atenuada é medida e marcada em funcao do comprimento de onda
no espectrometro que é dada pela razdo espectral de absorcao caracteristica da amostra
(Coates 1998a; Stuart 2004; Van de Voort & Ismail 1991).

A atenuacao da radiacao refletida internamente resulta da penetracao do campo de radiacao
eletromagnética no interior da amostra em contacto com a superficie refletora, campo
evanescente. E a interacao do campo evanescente com a matéria em contacto com a superficie

refletora que resulta na atenuacao da reflexao interna, ilustrada na Figura 5.
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Figura 5 - Caracteristicas gerais de uma configuracdo de reflexao interna e rotulagem de varios
componentes (Thermo 2015).
Existem trés componentes basicos num sistema de Espectrofotometro de Infravermelho por

Transformada de Fourier, a fonte de radiacéo, o interferometro e o detetor (Sherman 2000).

A fonte de radiacdo comumente utilizada em instrumentos de FTIR é a fonte arrefecida por
agua para proporcionar uma melhor poténcia e estabilidade, tendo a capacidade de diferenciar
e medir a frequéncia de absorcao de determinado componente. O monocromador € substituido
por um interferometro, que divide os feixes radiantes, gera uma diferenca de trajeto otico
entre os dois feixes e recombina-os de modo a produzir sinais de interferéncia repetitivos. Estes
sinais sdo medidos em funcao da diferenca de trajeto o6tico por um detetor, que se traduz na

informacao espectral infravermelha apds a passagem pela amostra (Sherman 2000).

Um fator importante a considerar é a reatividade entre a superficie do elemento sensor e a
amostra pelo que se pretende que sejam utilizados materiais que evitem a resisténcia quimica
e corrosao para praticamente qualquer tipo de amostra (Coates 1998a). Os cristais utilizados
em células de ATR sao feitos a partir de materiais que tenham pouca solubilidade em agua e
com elevada capacidade de indice de refragdo, nomeadamente Seleneto de Zinco (ZnSe),
Germanio (Ge) e Bromo lodeto de Talio (TIBrTll), contudo é o tamanho do cristal que vai
determinar o nimero de interacdes entre o feixe e respetiva amostra (Bruker 2011; Stuart
2004). A Figura 6 representa o percurso do feixe de IV no cristal de ATR quando existe interacao

com determinada amostra durante a pratica de reflexao total atenuada.
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Figura 6 - Esquema de uma reflexao total atenuada tipica (Perkin Elmer 2005; Stuart 2004).

Os equipamentos de FTIR-ATR facilitam o tratamento de amostras soélidas, liquidas e polpas
viscosas, o que € particularmente (til na analise de produtos alimentares, uma vez que estes
podem facilmente ser convertidos em qualquer uma das formas. Tem como vantagens uma
melhor proporcdao de sinal-ruido, melhor transferéncia de energia, melhor resolucdo do
comprimento de onda e uma flexibilidade superior da tecnologia de FTIR-ATR, o que sugere
que a analise quantitativa de sistemas bioldgicos e alimentares é uma proposta viavel (Van de
Voort & Ismail 1991).

Ao longo dos tempos foram sendo desenvolvidos diferentes acessorios de FTIR-ATR para
manuseamento de liquidos, nomeadamente equipamentos com base no formato tradicional,
componentes cilindricos, horizontais e sondas de imersdo. O formato horizontal fornece uma
plataforma de amostragem quase universal para liquidos e solidos. A maioria das unidades FTIR-
ATR sdo construidos com cristais na horizontal com uma espécie de utilidade de aperto para
assegurar um bom contacto com a amostra sélida, enquanto que para o caso de analise de
liquidos e pastas, onde é suficiente colocar uma pequena quantidade de amostra sobre o cristal
e iniciar a medicao diretamente. As vantagens do formato horizontal sdo: facilidade de
utilizacao, higienizacao/recuperacao, forca dureza do cristal e inércia quimica que permite a
manipulacado de fluidos corrosivos tais como acidos fortes e solugdes alcalinas (Coates 1998a;
Bruker 2011).

2.3.3 Fatores que Influenciam o Espectro de FTIR-ATR

Tendo em conta a complexidade deste fendmeno existem varios fatores que afetam a analise

espectral de FTIR-ATR apo6s a aplicacao desta metodologia, nomeadamente:
e Comprimento de onda da radiacao infravermelha

A profundidade de penetracao € proporcional ao comprimento de onda e depende também
da razdo entre os indices de refracao e o angulo de incidéncia. A medida que o comprimento
de onda da radiacao infravermelha aumenta, a profundidade de penetracao aumenta. Isto
faz com que as intensidades de banda relativas no espectro de FTIR-ATR aumentem com a

diminuicdo do nimero de onda, quando comparado com um espectro de transmissdo de uma
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mesma amostra. Este fenomeno pode ser matematicamente corrigido pela maioria das

aplicacoes de software comercial de FTIR (Shyam 2010; Thermo 2015).
indice de refracdo do elemento de reflexdo interna/cristal e amostra

0 indice de refracéo do cristal deve ser consideravelmente superior ao da amostra (Bruker
2011).

Ao aumentar o indice de refracdo do material de reflexao interna, o angulo critico é
diminuido e afeta a profundidade de penetracdo da onda evanescente na amostra que
consequentemente diminui. Isto ira diminuir o comprimento da trajetoria eficaz e,

portanto, diminuir a absorvancia do espectro (Thermo 2015).
A profundidade de penetracao

O controlo da profundidade de penetracdo é obtido através da alteracdo do angulo de
incidéncia do feixe de radiacao infravermelha recebida, no que diz respeito ao cristal ou

alteracao do indice de refracao do cristal.
Comprimento do caminho eficaz

O comprimento da trajetoria eficaz (EPL) pode ser utilizado como comparacdo entre a
aproximacao da absorvancia esperada de um espectro de ATR e de um espectro de
transmissdao. O EPL esta diretamente relacionado com a absorvancia, em que um aumento

quer na penetracao eficaz, quer no nimero de reflexdes ira aumentar a absorvancia medida.
Angulo de incidéncia

0 angulo de incidéncia altera a profundidade de penetracao. Quando o angulo de incidéncia
aumenta, a profundidade de penetracdo diminui e consequentemente a absorvancia ira

diminuir.
Eficiéncia de contacto da amostra

Outro fator que afeta a qualidade de um espectro de ATR é a eficiéncia de contacto da
amostra. Uma vez que a onda evanescente decai rapidamente com a distancia a partir da
superficie, é importante colocar a amostra em contacto 6tico intimo com o cristal. Isto é
facilmente alcancado com liquidos, porque eles molham a superficie do cristal ATR, no
entanto, no caso de amostras com superficies duras, granulares ou texturizadas podem nao
fornecer as condicoes adequadas de contacto. Neste caso é importante o uso de um

dispositivo que pressione a amostra contra o elemento de reflexao interna para garantir um



contacto adequado e evitar a existéncia de vazios de ar entre a amostra e a superficie de

contacto, reduzindo a intensidade do espectro.
e Material do cristal ATR

0 material da superficie refletora define o seu indice de refracdo, o alcance da transmissao
infravermelha e as propriedades quimicas do cristal. O material utilizado no cristal deve ter
um indice de refracdo mais elevado do que a amostra para permitir a reflexao interna, sendo
escolhidos normalmente cristais com um indice de refracdo superior a 2,2 para a técnica de
ATR. O material do cristal de ATR, também deve ser escolhido pela sua resisténcia quimica
para a amostra, sendo o ZnSe (n = 2,4), o elemento de reflexao interna mais comum, uma

vez que pode ser utilizado para amostras com pH entre 5 e 9.

Uma clara vantagem da técnica de FTIR-ATR é que evita a utilizacdo de uma célula ou outra
ferramenta adicional. Uma desvantagem é que o cristal ATR é vulneravel a acumulacdo de

depositos a superficie e a substancias abrasivas (Shyam 2010).

2.4 Quimiometria

A quimiometria € uma disciplina que utiliza métodos matematicos e estatisticos para a selecao
do processo e respetivos dados de tratamento experimental ideais para a analise quimica. Esta
relne varios temas como o desenvolvimento de experiéncias, métodos de extracao de
informagdes e técnicas que permitam a compreensao de mecanismos quimicos (Roggo et al.
2007).

Os métodos quimiométricos em paralelo com a biologia computacional, que possui abordagens
baseadas em computagéo basica, sao aplicados como mineracao de dados técnicos em dados

de bioprocessamento (Papadopoulou et al. 2011).

Pode pensar-se numa analise quimiométrica como sendo constituida por trés componentes que
interagem entre si, o hardware (espectrometro), software (modelacédo), e um banco de dados
(calibracao) (Difoggio 2000).

Hoje em dia a espectroscopia de infravermelho e a quimiometria tém provado a sua eficacia
para ambas as analises qualitativas e quantitativas em diferentes campos como a agricultura,

géneros alimenticios, quimica e outras indUstrias (Roggo et al. 2007).

A abordagem basica no desenvolvimento de calibracdes e a sua correta colocacdo em pratica
esta ilustrada na Figura 7. E uma técnica simples, no entanto coloca-la em pratica nem sempre
é facil (Kramer 1998).
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> 1. Conseguir os melhores Dados possiveis

v

2. Construir um Método (Calibragao)

v

3. Testar cuidadosamente o Método (Validacao)

v

4, Utilizar o melhor Modelo com precaucao

v

5. Melhorar sempre que necessario

Figura 7 - Fluxograma aplicado para desenvolver e utilizar as calibracdes (Kramer 1998).

Para se obterem bons modelos de calibracao é importante que a aquisicado de espectros seja
rigorosa permitindo a obtencdo de espectros com qualidade e que os dados analiticos de base
sejam robustos, de qualidade e apresentem repetibilidade adequada. E importante trabalhar
com o melhor conjunto de dados e amostras, no entanto, a definicao de melhor nem sempre é
obvia pelo que é importante manusear diversos fatores até alcancar o pretendido. Se nao forem
alcancados dados de qualidade nao é indicado avancar no processo de calibracdo quimiométrica
(Kramer 1998).

A melhor forma de protecao contra uma calibracdo inadequada aquando da sua aplicacao é
testar um elevado nimero de amostras, efetuar validacbes cruzadas e mudar os grupos de
validacao e validacao cruzada de acordo com a metodologia apresentada em Anjos et al. (2016).
De modo a desvendar qualquer falha ou fraqueza que a calibracao possua e ajudar a perceber
as limitacées da mesma. A calibracdo desenvolvida é utilizada como conjunto de treino para
prever as concentracoes das amostras de validacao que se consideram como desconhecidas.
Sendo posteriormente as concentracdes previstas obtidas comparadas com os resultados reais

da mesma amostra (Kramer 1998).

2.4.1 Pré-Tratamento e Tratamento Espectral

Apds uma medicao analitica, os dados recolhidos sao muitas vezes tratados por diferentes
técnicas de processamento de sinal. O objetivo é a obtencao de maior qualidade ou dados que
correspondam a realidade, permitindo extrair a quantidade maxima de informacédo

significativa, embora nao seja facil de realizar (Chau et al. 2005).

Devido a instabilidade a que os espectrometros estao sujeitos é importante executar um pré-
tratamento espectral que filtre e elimine influéncias externas que prejudicam a analise dos
espectros obtidos, tais como variacoes da instrumentacao, as condicdes experimentais e de
outros fatores. Permitindo obter melhorias significativas no desenvolvimento do modelo de

calibracao que se pretende desenvolver (Defernez & Wilson 1997; Chau et al. 2005).

Os dados obtidos através de técnicas instrumentais, tais como espectroscopia de infravermelho,

sdo cada vez mais analisados para identificacdo da amostra e classificacdo por métodos
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quimiométrico, que se baseiam na analise de componentes principais (PCA) (Defernez & Wilson
1997). A centralizacao e normalizacao sdo frequentemente Uteis na analise deste tipo de dados
(Ozaki et al. 2013).

A analise de componentes principais (PCA) é uma ferramenta padrao capaz de obter e
compactar informacdes relevantes de um conjunto de dados confusos, em funcdo da existéncia
de correlacéo entre as variaveis (Shlens 2014; Sabin et al. 2004). Com a utilizacao desta técnica
estatistica um elevado numero de variaveis originais independentes é sistematicamente

reduzido a um conjunto de variaveis menor e conceitualmente mais coerente (Dunteman 1989).

0 método de regressao de componentes principais (PCR) é dividido em duas fases. Primeiro os
dados espectrais sao tratados a partir do método de PCA e posteriormente é aplicada uma

regressao multi-linear nas variaveis com pontuacdes preditivas (Roggo et al. 2007).

Foi desenvolvido o método de regressao de quadrados minimos parciais (PLS) de modo a evitar
a dificuldade em definir os componentes principais, presente no método de PCR (Naes et al.
2004). Este método estabelece uma ligacao linear entre os dados espectrais e os valores de
referéncia que sdo adaptados de modo a obter os valores que melhor descrevem os valores de

referéncia (Roggo et al. 2007).

A centralizacdo na média é uma operacao que reduz problemas de arredondamento e desvio e
diminui o tamanho do modelo resultante. As medicdes instrumentais centradas e ponderadas
sao utilizadas como base de construcao do modelo de calibracdo de modo a modificar a

influéncia relativa de cada medicdo no modelo resultante (Thomas 1994).

0 método de correcdo multiplicativa de sinal (MSC) é desenvolvido de acordo com os valores
espectrais individuais e analise espectral. Este visa minimizar a interferéncia relativa a
dispersao de luz, com base na dispersao média de todos os espectros utilizados na calibracao
multivariada, de modo a aproximar os valores espectrais a uma linha de regressao linear (Naes
et al. 2004; Morgano et al. 2007).

Existem diferentes procedimentos de normalizacdo populares na pratica comum. Um
procedimento comum de normalizacao € a chamada normalizacado significativa, onde apos a

sua aplicacao todos os espectros tém a mesma area (Ozaki et al. 2013).

2.5 Aplicacdes do FTIR-ATR na Analise de Alimentos

Segundo Stuart e colaboradores (2004) a técnica de infravermelho pode ser utilizada para obter
informacdes qualitativas e quantitativas sobre amostras de alimentos, relativamente aos
componentes principais, nomeadamente agua, proteinas, gorduras e hidratos de carbono. Com
0 aumento das normas e legislacoes aplicadas aos géneros alimenticios, assim como também o

crescente aumento da exigéncia requerida por parte de clientes e respetivos consumidores é
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importante identificar que moléculas estdo presentes numa determinada amostra e em que
concentracdes, sendo este o motivo pelo qual a analise de espectros através de espectroscopia
de infravermelhos é tao util (Smith 2011). A analise através da espectroscopia de infravermelho,
nomeadamente utilizando o equipamento de ATR, tem sido utilizada numa vasta gama de
aplicacdes a nivel industrial. Existe uma crescente demanda para garantir o abastecimento de
alimentos seguros que despoletou assim o interesse pela investigacdo neste ramo, pelo que tém
vindo a ser desenvolvidos varios estudos que confirmam a utilizacdo desta metodologia na

analise detalhada e controlo de qualidade dos mais diversos produtos alimentares.

Tal como referido anteriormente, a detecao rapida e especifica de agentes patogénicos nos
alimentos € cada vez mais importante na seguranca alimentar. Atualmente é possivel aplicar
este método com sucesso na detecdo, distincao, identificacdo e classificacdo de bactérias
pertencentes a diferentes espécies, em particular de origem alimentar, tais como Listeria,
Escherichia coli, Salmonella, Staphylococcus, Yersinia, e Bacillus. Os métodos de FTIR-ATR sao
altamente especificos e sensiveis, permitindo a identificacdo de bactérias, ou até mesmo o
reconhecimento da estirpe. Devido a isto, existe uma procura crescente por espectroscopia
FTIR na area da microbiologia alimentar, devido ao seu avanco tecnologico, simplicidade de

preparacao de amostra, e velocidade de analise (Davis & Mauer 2010b).

Alguns autores usaram o FTIR-ATR para a identificacdo preliminar dos principais ficocoloides
(nomeadamente alginato, agar e carragenina) produzidas por algas castanhas e vermelhas
comestiveis. Esta técnica permitiu distinguir entre produtores de agar e carragenina o que
provou a sua utilidade em indistrias alimentares para uma rapida caracterizacao de

polissacarideos em algas (Gomez-Ordonez & Rupérez 2011).

A presenca de Ocratoxina A (OTA) em comida infantil, cevada, milho (infecao fungica), cerveja,
café e vinho, e desenvolvimento de métodos de detecao analitica através da aplicacdo de
reflexdo difusa no infravermelho médio e reflexdo total atenuada na espectroscopia tém sido
documentados. Os resultados de ATR obtiveram um alto desempenho da classificacao de
amostras contaminadas, facilidade de preparacao da amostra e uma perspetiva de automacao

com a possibilidade de controlo on-line durante o processamento (Galvis-Sanchez et al. 2007).

A utilizacao da técnica de espectroscopia de FTIR tem sido bem sucedida na determinacao de
sacarose e glucose e discriminacao dos vinhos tintos, 6leos comestiveis e cerveja. O FTIR-ATR
tem provado ser uma técnica rapida e facilmente aplicavel, sem necessidade de uma trabalhosa

preparacao da amostra e operadores qualificados (Beullens et al. 2006).

A espectroscopia FTIR-ATR tornou-se uma técnica alternativa para a analise de aclcares em
diversas amostras de alimentos, que tem como principais caracteristicas o facto de ser evasivo
e potencialmente mais rapido do que os métodos tradicionais (Anjos et al. 2015). Duarte e

colaboradores (2002) concluiram que o espectro de FTIR de uma amostra de sumo pode ser
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utilizado como um rapido indicador do grau de maturacdo, Util para estabelecer condicoes
apropriadas para o armazenamento e transporte de modo a que nenhum excesso de

amadurecimento ou outras perdas de qualidade ocorram.

Lagaron e colaboradores (2007) selecionam o FTIR-ATR como uma ferramenta adequada para
investigar as propriedades antimicrobianas de quitosano porque, mesmo quando outros métodos
analiticos ndo conseguem monitorizar o processo de libertacdo de componentes bioativos, esta
técnica permite obter informac&o direta de como o biocida é quimicamente ligado a matriz do
polimero caracterizando de forma completa e simultanea todo o processo de libertacao,

incluindo alteracoes.

FTIR-ATR foi usado por Lyman e colaboradores (2003) para estudar o efeito de condicées de
torrefacdo no sabor do café. Os estudos mostram que os espectros de FTIR-ATR de café
preparado podem ser utilizados para determinar o efeito das condicdes de torrefacao na
composicao molecular do café. A gama de frequéncias 1800-1680 cm™ representa a regiao
carbonilo do espectro que fornece uma impressao caracteristica do sabor que parece ser

consistente com o sabor e aroma percebido pelos provadores de café.

Foi investigada a viabilidade da espectroscopia de FTIR para quantificar mudancas bioquimicas
que ocorrem na carne de porco fresca picada na tentativa de monitorizar a deterioracao. Os
espectros recolhidos podem ser considerados como impressoes digitais bioquimicas que contém
informacao valiosa para a discriminacao de amostras de carne em classes de qualidade
correspondente a diferentes niveis de deterioracdo, pode ainda ser utilizado para correlacionar
a populacao dos diferentes grupos de microrganismos diretamente da superficie da amostra

(Papadopoulou et al. 2011).

Paradkar & Irudayaraj (2002) utilizaram a técnica de FTIR-ATR para o controlo de qualidade do

teor de cafeina em refrigerantes e outros produtos como chas.

A espectroscopia FTIR utilizando o ATR e a espectroscopia NIR foram usadas com sucesso para
detetar o tipo e nivel de adulterantes em xarope de acer (Paradkar et al. 2003). Estas
metodologias também se mostraram eficientes na caracterizacdo e quantificacdo de oleos
essenciais obtidos de diferentes espécies de tomilho, orégaos e varias espécies de camomila.
Neste contexto varias aplicacoes de ATR-IV e espectroscopia NIR em combinacdao com
algoritmos quimiométricos sofisticados foram introduzidas com éxito para a caracterizacao

qualitativa e quantitativa de 6leos essenciais durante os Ultimos anos (Schulz et al. 2003).

0 método espectroscopico de ATR-FTIR foi usado para estimar as concentracdes xarope de
milho em trés variedades diferentes de amostras de mel para a determinacado quantitativa de
adulteracao de acucar, através de materiais adocantes mais baratos (Sivakesava & lrudayaraj

2001a). Outro trabalho desenvolvido pelo mesmo autor descreve a utilizacdo do mesmo método
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e demonstra o seu potencial como ferramenta analitica eficaz para distinguir diferentes niveis

de acucar de beterraba invertido no mel (Sivakesava & Irudayaraj 2001b).

Os métodos de espectroscopia tém mostrado serem muito robustos em estudos de autenticidade
de alimentos nomeadamente em produtos da pesca (Alamprese & Casiraghi 2015), polpas e
sumos (Kelly & Downey 2005; Tewari et al. 1999; Twomey et al. 1995; Contal et al. 2002; Xie
et al. 2008), queijo (Ottavian et al. 2012), carnes (Cozzolino & Murray 2003), detecao de
melanina em leite em po e farinha de soja (Haughey et al. 2013; Lu et al. 2009), azeite (Sinelli
et al. 2010), vinho (Cozzolino et al. 2003), cafés (Brindet et al. 1996) e inUmeros outros

alimentos.

De um modo geral os métodos de espectroscopia de infravermelhos rapidos tém sido utilizados
com sucesso na detecdo de adulteracdo de uma grande gama de produtos alimenticios
complexos, incluindo dleos, carboidratos sob a forma de pos, sumos, mel, café, leite, vinagre,

carne de caranguejo e trigo (Mauer et al. 2009).
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Capitulo Ill - Componentes Analisados

3.1 Matéria-Prima

O morangueiro pertence a familia Rosaceae. As cultivares mais difundidas comercialmente
pertencem a espécie “Fragaria x ananassa Duchesne”, originada no século XVIII a partir de
hibridacdes espontaneas entre duas espécies selvagens de frutos grandes, que tinham sido

trazidas da América para a Europa no século XVII (Coopermit 2013).

De um modo geral os morangos utilizados na producao de produto acabado na Frulact tém
origem em paises como a Polonia, Espanha, Marrocos e Portugal. Entre as inUmeras variedades
de morangos utilizados estao nomes como Senga Sengana, Cama Rosa, Ventana, Marisol,
Priméris e Festival Margarita que ocupam a maioria dos morangos fornecidos para posterior

laboracao.

A parte comestivel do morango nao corresponde ao que botanicamente se denomina fruto, é
na verdade um falso fruto originado pelo engrossamento do recetaculo da flor apds a
fecundacao dos ovulos (Coopermit 2013). Os verdadeiros frutos (aquénios) sdao aquilo a que por

vezes se chama de sementes e estao distribuidas a superficie da parte carnuda avermelhada.

Os morangos sao ricos em vitamina C e em acido félico, sendo igualmente uma boa fonte de
fibras. Cerca de 8 morangos de tamanho médio contém aproximadamente 160 %, 20 % e 16 %
do consumo diario recomendado de vitamina C, de acido félico e de fibras, respetivamente
(Coopermit 2013).

A cadeia tipica do morango para o mercado em fresco é apresentada esquematicamente na
Tabela 1. E importante que todas as etapas sejam coordenadas e realizadas com rapidez de

forma a evitar a exposicao do morango a temperaturas elevadas.

Tabela 1 - Esquema da cadeia tipica do morango, desde o seu cultivo a comercializacao (Coopermit 2013).

Producao

Colheita

Campo
Embalagem
Transporte

~ . ; Pré-Arrefecimento
Instalacoes de Calibracao,

Embalamento e Preparacao
Conservacao .
Transporte
Entreposto Transporte

Distribuicao e Venda
Transporte
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Numa fase inicial tudo o que diz respeito as condicdes e rastreabilidade do produto, a
responsabilidade recai inteiramente sobre o fornecedor, que deve ter em conta todas as etapas

pela qual este fruto fresco passa, nomeadamente:

e A fase de cultivo que engloba as mais variadas atividades, desde a preparacao do terreno
e sua desinfecao e fertilizacao, plantacao, rega e controlo de pragas e doencas, entre
outras;

e A decisdo da data de colheita que ¢ vital para a obtencao de boas carateristicas fisicas,
quimicas e organoléticas, visto que se esta nao for feita no devido momento o tempo de
maturacao do fruto pode nao ser o suficiente para atingir as caracteristicas pretendidas,
comprometendo a qualidade do produto;

e Posteriormente a remocao das folhas tem uma elevada importancia na aceitacao ou nao
do produto, uma vez que cada fornecedor tem de respeitar os limites impostos no Boletim
de Analise para a presenca deste componente na matéria-prima;

e A congelacao deste fruto é feita pela técnica de Individual Quick Frozen (IQF) de modo a
obter o morango inteiro congelado ou preparar o0 mesmo para a etapa de corte,
possibilitando manter a textura pouco alterada e todos os frutos separados;

e Esta etapa de corte é opcional, dependendo do que o cliente pretende, pode ou nao
ocorrer, no entanto caso se proceda ao corte, este é feito de acordo com determinado
calibre, neste caso é utilizado um corte de 10x10 mm, este corte deve ser regular e
uniforme, para obter uma matéria-prima homogénea;

e 0O embalamento é feito em sacos plasticos de polietileno de baixa densidade (0,92 g/cm?)
opaco azul, com uma espessura de 0,045 pm. Sao sujeitos a testes que a atestam a
conformidade dos mesmos, nomeadamente a determinacdo da migracao global em
simuladores alimentares aquosos por imersao total. Este produto tem como funcao
acondicionar corretamente o produto e evitar a sua perda ou contaminacao,
posteriormente estes sacos sao inseridos em caixas de papelao devidamente seladas e

identificadas, facilitando o seu transporte em grandes quantidades.

Por sua vez o transporte desde o fornecedor até ao cliente que deve ser feito de acordo com
as normas de logistica para produtos alimenticios congelados, sendo obrigatéria a
rastreabilidade de temperatura ao longo do trajeto para verificar se houve alguma quebra na
cadeia de frio, a permissao para descarregar a matéria-prima é feita de acordo com esta

informacao.

Quando o produto ja se encontra nas instalacdes da industria, o responsavel por manter e
assegurar as condicoes adequadas ao fruto € o cliente, que ira proceder posteriormente a um
conjunto de analises para que se averigue se o lote recebido sera realmente aceite ou sera

emitida uma nao conformidade.
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As analises sao executadas pelos funcionarios do Laboratério de Controlo de Qualidade.
Procede-se a recolha de uma amostra representativa do total da quantidade recebida em
fabrica para manter a fiabilidade. Segue-se um processo de escolha rigoroso, para detecédo de
elementos vegetais e ndo vegetais que nao sejam admitidos, e executam-se as analises fisicas
e quimicas que verificam o estado de maturacao do fruto, permitindo aprovar ou rejeitar a

matéria-prima consoante os resultados obtidos.

Caso a matéria-prima seja aprovada esta é devidamente acondicionada na sala de congelacdo
onde é mantida a uma temperatura aproximada de -18°C até utilizacao da mesma nas linhas de

producao da indUstria.

3.1.1 Morango Inteiro

Este produto consiste em morango inteiro congelado por técnicas de IQF que provém de

diferentes fornecedores.

E feita uma analise fisica do produto onde é procurada essencialmente a presenca de folhas e
eventuais restos do pedinculo do morango, mas também a presenca de outros componentes
nao vegetais que possam surgir aquando da analise e que podem levar a rejeicao direta da

matéria-prima que comprometem o fruto e a sua consequente utilizacao.

Relativamente ao aspeto visual é importante ter em conta o estado e integridade do fruto em
si, caso a amostra tenha frutos podres ou estragados € necessario averiguar a situacdo, para

que se possa agir em conformidade.

Sao executadas analises quimicas que verificam o estado de maturacdo do fruto,
nomeadamente a identificacdo de solidos sollveis totais, pH e acidez total titulavel, caso os
valores obtidos nao se encontrem dentro dos limites pode ser necessario rejeitar o lote, uma
vez que a sua utilizacdao pode comprometer a producdo de produto acabado que use esta

matéria-prima.

O lote de matéria-prima de morango rececionada é armazenado na camara de congelacado a
uma temperatura de -18 °C de modo a manter a sua integridade evitando que este perca

qualidade ou sofra qualquer tipo de contaminacao.

3.1.2 Morango Cortado (10x10 mm)

Trata-se de morango cortado em pedacos de calibre 10x10 mm, ou seja que sofre um corte
especifico permitindo que o morango fique com estas dimensdes para posterior utilizacao,
sendo congelado por técnicas de IQF que provém de diferentes fornecedores até as instalacoes
da indUstria.
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No que diz respeito a analise do controlo de qualidade, integridade e maturacao do fruto sao
realizados o mesmo tipo de estudos. A tarefa de verificacao da presenca de objetos estranhos
torna-se mais complicada nesta matéria-prima tendo em conta o corte o que permite uma

aglomeracao do produto e aumento das faces e niUmero de pecas a analisar.

0 conjunto de avaliacoes efetuados dita se a matéria-prima esta conforme ou nao conforme e
consequentemente se é ou nao aceite por parte do controlo de qualidade para posteriormente

ser armazenada e utilizada no desenvolvimento de produto acabado.

Tal como sucede no morango inteiro, também os lotes de matéria-prima de morango cortado
(10x10) sao armazenados na camara de congelacao a uma temperatura de -18°C para manter a

sua integridade evitando que este perca qualidade ou sofra qualquer tipo de contaminacao.

3.2 Produto Acabado

Foram selecionados alguns produtos, na sua fase final, de acordo com a sua variabilidade e
frequéncia de fabrico de modo a obter um nimero razoavel de amostras para se poderem

efetuar modelos de calibracao robustos.

3.2.1 Morango+

Consiste num produto desenvolvido na indlstria que tem por base pedacos de morango de

dimensao estabelecida.

0 morango apresenta-se com um corte de calibre de 10x10 mm, o que permite que apds a sua

transformacao ainda estejam presentes.

Possui um aspeto heterogéneo, observavel na Figura 8, uma vez que é constituido por pedagos
e uma envolvente que tem um aspeto gelatinoso, o conjunto destes elementos apresenta-se na
cor avermelhada bastante brilhante com destaque dos pedacos de morango. Tem um elevado

grau de viscosidade.

No que diz respeito a avaliacdo organolética este produto é muito doce, destacando-se

essencialmente o sabor a morango.
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Figura 8 - Produto acabado denominado de “Morango+”, depois da recolha e espalhamento do mesmo.

3.2.2 Morango -

E um produto confecionado na indUstria que tem por base da sua constituicdo os pedacos de

morango.

Também neste caso o morango possui um calibre de corte de 10x10mm, permitindo a detecao

de pedacos apos processamento.

Caracterizado por um aspeto heterogéneo, visto que se trata de um produto com pedacos e
uma envolvente de aspeto gelatinoso, tendo uma cor avermelhada bastante brilhante onde os

pedacos de morango se encontram em realce. Possui um elevado grau de viscosidade.

Relativamente a avaliacdo organolética este produto é menos doce que o produto acabado
anterior, Morango +, sendo o nivel de docura a maior distincao entre ambos. Também neste se

destaca o sabor a morango.

3.2.3 Framboesa
Este produto é confecionado na industria que tem por base da sua constituicao a framboesa e
a elevada presenca de calcio, uma vez que se trata de um produto enriquecido com este

componente, e também a Vitamina D3.

Tem um aspeto bastante homogéneo de cor flcsia escuro, sem pedacos e com um elevado grau

de viscosidade, representado na Figura 9.

Na avaliacao organolética deste produto evidencia-se um sabor a framboesa bastante forte,
podendo ser ou ndao detetado o sabor do calcio que o constitui, possui ainda um nivel

consideravel de acucar.
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Figura 9 - Produto acabado denominado de “Framboesa” no copo de recolha e apos espalhamento.

3.2.4 Cereais

Este preparado é um produto confecionado na indUstria que como ingredientes coco, cereais e

frutos secos, nomeadamente pinhdes, noz e granulado de avela.

Neste caso o0 coco apresenta-se com um corte de modo a que seja notavel a sua presenca,
nomeadamente com dimensoes de 6x6x6mm e ralado, os cereais sob a forma de flocos e farelo
e os frutos secos por sua vez encontram-se inteiros, com o tamanho de 6x6xémm e de 3-5mm,

os pinhoes, a noz e o granulado de avela, respetivamente.

Apresenta-se com um aspeto heterogéneo, como se pode observar na Figura 10, com um
elemento de cor esbranquicada acastanhada que envolve os pedacos cortados de cereais e
frutos secos, evidenciando a presenca dos pinhdes que sdo os Unicos mantidos inteiros.

Caracterizado por um elevado grau de viscosidade.

Através da analise organolética, tendo em conta que se trata de um produto acabado mais
complexo, pode destacar-se o sabor do coco e de alguns cereais, sendo também um produto

doce.

Figura 10 - Produto acabado denominado de “Cereais”, apds recolha e espalhamento.
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Capitulo IV - Material e Métodos

4.1 Obtencao de Amostras

De acordo com o tipo de amostra a ser obtida foram adotados diferentes procedimentos e
técnicas de modo a respeitar todos os critérios de seguranca e controlo de qualidade exigidos

para os diferentes elementos.

4.1.1 Rececéao e Recolha de Amostras de Matéria-Prima

O controlo da matéria-prima a quando da sua rececao € de extrema importancia, nao s6 em
termos logisticos, mas também e principalmente do ponto de vista de Controlo de Qualidade.
E através desta analise que o lote vai ser aceite ou rejeitado, dependendo dos limites impostos
pelos Boletins de Analise especificados pelo fornecedor para os diferentes parametros a ter em

conta.

A matéria-prima pode ser rececionada de diferentes modos, sempre respeitando as regras de
higiene e seguranca alimentar, sendo os mais usuais: i) em caixas de papelao devidamente
identificadas por guias, de modo a manter a rastreabilidade do produto e suas caracteristicas,
com um saco de plastico forte dentro do qual se encontra o produto congelado; ii) em sacas de

papelao com um revestimento de plastico; iii) em caixas de plasticos com sacos plasticos.

Numa primeira fase é efetuada uma analise essencialmente visual onde sdo detetados
componentes anomalos vegetais ou nao vegetais, nomeadamente folhas e pedunculos ou fibras
e plasticos, que nao deveriam estar presentes. Posteriormente é retirada uma amostra para
proceder as restantes analises necessarias para a aprovagao da matéria-prima que englobam a

determinacgédo do pH, Solidos Sollveis Totais (SST) e Acidez Total Titulavel.

Todo o conjunto de procedimentos é feito segundo os protocolos internos que respeitam as

normas referentes ao HACCP.

As caixas que contém uma amostra representativa que depende da quantidade do lote sao
previamente pesadas para controlo do peso. Estas sao posteriormente “batidas” em local
apropriado para que os frutos congelados por processo de IQF ou Estatico se desagreguem

permitindo posteriormente a sua correta analise.

A selecdo de amostras para controlo de qualidade é efetuada de acordo com o seguinte

procedimento:

e A caixa que contém a matéria-prima é aberta e o seu conteldo é despejado sobre a mesa
de controlo de rececao de matérias-primas, como se pode observar na Figura 11A;

e A caixa de papelao é pesada vazia para controlo do peso;
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e E efetuada um controlo visual pelo operador que mexe diretamente na matéria-prima,
utilizando luvas, de modo a detetar corpos estranhos (Figura 11B), vegetais ou nao
vegetais, ou outro tipo de nao conformidades, nomeadamente bolores;

e [ feita a recolha de matéria-prima de modo a efetuar a analise dos parametros impostos
para cada produto, nomeadamente os conteldos retidos nos crivos (tamisador), a
determinacdo do pH, solidos sollveis totais e ainda em alguns casos especificos a
determinacao do extrato seco ou teor de humidade, dependendo do tipo de amostra;

e O produto restante é novamente inserido no saco plastico e respetiva caixa para ser
posteriormente armazenada na sala de congelacao industrial a uma temperatura de -8 °C;

e E preenchida uma folha com a analise de quantidades e peso das caixas que contém a
informacao da data de analise, o produto analisado, o peso de produto tedrico, o peso da
caixa e o peso de produto real para controlo de quantidades enviadas pelo fornecedor;

e Os resultados necessarios sdo inseridos informaticamente para aprovacdo ou nao da
matéria-prima em questao e a sua ficha de analise é impressa para que posteriormente

seja arquivada.

Figura 11 - Atividade de controlo de qualidade a rececdo de matéria-prima. A) Mesa de controlo de
qualidade onde se visualiza a matéria-prima, a caixa de papelao e respetivo saco plastico. B) Corpos
estranhos removidos apds a analise de matéria-prima, para que seja deliberada a sua aceitagao para
posterior utilizacao.

4.1.2 Recolha de Amostra de Produto Acabado

A obtencao continua de amostras representativas de produto acabado é importante para um
correto e adequado Controlo de Qualidade do produto ao longo do processo, permitindo
perceber se existe a necessidade de proceder a algum acerto dos componentes que fazem parte
da sua composicao, o que é importante para uma ac¢ao corretiva imediata do produto evitando

assim que este sofra qualquer tipo de danos, nao diminuindo a qualidade do produto.

Este procedimento engloba diferentes etapas de trabalho, numa fase inicial a recolha da

amostra executada por um operador da linha de producdo que é retirada diretamente do
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“Mixer” onde o produto esta a ser desenvolvido e posteriormente o procedimento analitico
levado a cabo por parte do analista de laboratoério responsavel pelo produto acabado que
verifica os resultados obtidos pelo operador e executa analises adicionais que irao caracterizar

e distinguir o produto, para que possa ser aprovado.

Preparacao da Amostra:

Na preparacdo da amostra devem ser mantidas as condicoes de desinfecdo dos utensilios

utilizados necessarias para que o produto nao seja contaminado.

As amostras para controlo do produto acabado sao recolhidas por operadores da linha de
producao que pulverizam alcool no utensilio de recolha, esperam que seque e inserem-no no
“Mixer” tentando obter uma amostra homogénea que represente a totalidade do produto em
questao para que os procedimentos posteriores nao obtenham resultados que nao demonstrem
a realidade e totalidade do produto, a amostra é depositada em copos plasticos e transportada

até ao laboratorio para que sejam efetuadas as analises necessarias.
Procedimento:

e A amostra de produto acabado é trazida pelo operador para o laboratério deixando-a no
local apropriado para que o Analista responsavel possa proceder a sai recolha;

e 0 analista executa todas as tarefas necessarias e analises exigidas consoante o produto;

e Procede ainda as analises de auto-controlo que verifica os resultados obtidos pelos
operadores de linha;

e Uma amostra representativa do produto é retirada para um copo esterilizado para que as

analises de controlo de pH, °Brix e Acidez Titulavel sejam executadas.

4.1.3 Recolha de Amostras de Produto Acabado para Analise Microbiolégica
A recolha continua de amostras de produto acabado é essencial para o Controlo de Qualidade
do produto ao longo do processo, permitindo iniciar os procedimentos de controlo

microbiologico dos produtos necessarios para a aprovacgao do produto.

Este procedimento engloba diferentes etapas de trabalho, numa fase inicial a recolha da
amostra por um operador fabril diretamente do contentor em que o produto esta a ser
embalado, posteriormente a fase de anotacdo da informacdo necessaria para proceder as
analises microbioldgicas por parte do analista de laboratorio responsavel pela microbiologia e

por Ultimo o procedimento das analises em si.

E importante durante todo este processo manter as condicoes de esterilizacao para que os
produtos nao sofram qualquer tipo de contaminacao posterior ao embalamento, o que poderia

conduzir a uma detecdo incorreta de contaminagdes microbiolégicas, o que seria um
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desperdicio nao sé de tempo, devido ha necessidade de proceder a repeticoes e descobrir a

fonte de contaminacao, como também um mau emprego de meios.

Preparacao da Amostra:

Tendo em conta que se trata de Analises Microbiologicas é necessario todo um conjunto de
procedimentos que possibilitam o posterior tratamento das amostras, nomeadamente a
preparacao de Meios, solucdes enriquecidas, entre outros compostos necessarios dependendo

do tipo de produto em analise para que se possam proceder aos testes.

As amostras sdo recolhidas por operadores da linha de producao que pulverizam alcool na boca
do contentor e colocam a arder com o auxilio do macarico para tentar manter as condicoes de
assepsia evitando contaminacoes, abrindo a torneira do contentor é permitido assim que o
produto escorra para dentro dos frascos plasticos microbiologicos, previamente esterilizados e
abertos no local, assim que tenham produto suficiente o frasco é devidamente fechado e a boca
do contentor devidamente higienizada. O frasco é levado pelo operador para que

posteriormente se possa dar continuidade ao processo de analise.
Procedimento:

e Numa fase inicial o analista do laboratdrio regista as informacdes necessarias de cada
frasco que contem amostra microbioldgica de um determinado produto, de modo a saber
de que tipo de analise se trata e as condi¢des em que é trabalhado;

e Sao desenvolvidas as técnicas necessarias sobre condicoes de assepsia, que neste caso
passam pela utilizacao de chama com a utilizacao de bico de Bunsen, onde sao feitas
pesagens na balanca de precisao para os frascos de vidro, e a camara de fluxo laminar,
onde é feito o plaqueamento do produto;

e As amostras utilizadas para uma posterior analise em FTIR, no laboratorio do polo de
quimica da Universidade da Beira Interior, sdo retiradas aquando da pesagem do produto
ou posteriormente a fase de plaqueamento na camara de fluxo laminar, passando produto
dos frascos plasticos microbiologicos para os copos esterilizados que sao devidamente
enroscados, voltando a ser abertos apenas no momento da analise, para evitar

contaminacoées.

4.2 Parametros Analiticos Avaliados

Foram analisados diferentes parametros de modo a assegurar a seguranca e qualidade da

matéria-prima e produto acabado obtidos como amostras de controlo.

4.2.1 Preparacao das Amostras

Para a realizacado dos ensaios de pH, Sélidos Soluveis Totais e Acidez Total Titulavel as amostras

de matéria-prima sdo previamente deixadas a descongelar a temperatura ambiente, cerca de
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20 °C, até ser possivel proceder a sua trituracdo, através da utilizacao de uma varinha magica,
da marca Braun, corretamente higienizada, para obtencdo de uma amostra mais solivel e

homogénea, facilitando assim a sua posterior analise.

As amostras de produto acabado nao sofrem qualquer tipo de transformacao, uma vez que
relinem ja as condicbes necessarias para a sua utilizacdo no respetivo equipamento, utilizando
apenas uma colher procede-se a uma homogeneizacdo da amostra através de movimentos

circulares para que o produto esteja o mais uniforme possivel na altura da analise.

Na analise do parametro de Acidez Total Titulavel é ainda posteriormente necessario utilizar
um copo esterilizado que é colocado sobre a balanca de precisao para ser tarado, de seguida
com o auxilio de uma colher homogeneiza-se novamente o produto e retira-se a quantidade
suficiente para perfazer um total de 10 g de produto dentro do copo. Tara-se hovamente e com
agua destilada perfaz-se o peso de 50 g, ou seja 50 mL de agua destilada. O frasco utilizado
como recipiente é fechado pela respetiva tampa, permitindo a correta homogeneizacdo da

amostra através de agitacao.

A correta preparacdo da amostra € crucial para a obtencao de resultados que correspondam a

realidade.

4.2.2 pH

A avaliacdo do pH refere-se a intensidade do carater acido de uma solucao, que é dada pela

atividade do ido de hidrogénio (H*).

Existem varios métodos para a medicao de pH de uma solucdo, mas aquela que se revela mais
pratica, simples e eficiente é a medicdo do pH através de um elétrodo de vidro, tratando-se
ainda da técnica mais rigorosa e que pode ser aplicada a uma vasta gama de amostras. Este
método consiste na medicao da diferenca de potencial resultante da diferenca de ides de H*

entre a solucdo interna do elétrodo e a amostra.

Este parametro foi medido num equipamento da VWR, “pHenomenal™”, observado na Figura
12, com capacidade para medir o pH e a temperatura da amostra em questao de modo a obter
resultados mais precisos. As amostras sao previamente preparadas para posteriormente

proceder ao ensaio.
Procedimento:

e Ligar prévia e atempadamente o aparelho de modo a que este tenha tempo de estabilizar;
e Higienizar corretamente o elétrodo e a sonda com agua destilada e secar adequadamente;
e Proceder a calibracao do aparelho utilizando ambas as solucdes padrao e de acordo com o

protocolo apropriado estabelecido pelo fabricante;
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e Higienizar novamente, secar e introduzir o elétrodo e a sonda na amostra a ser analisada
de modo a que ambos 0os componentes se encontrem em profundidade suficiente para uma
correta obtencao de resultados;

e Agitar com cuidado para que a amostra envolva totalmente o elétrodo e parar para que a
sonda estabilize;

e Apos a leitura do resultado higienizar novamente o elétrodo e sonda de pH;

e No espaco de tempo em que o potenciometro nao se encontra em utilizacdo o elétrodo e

a sonda de temperatura encontram-se mergulhadas em Agua Destilada até nova utilizacéo.

Figura 12 - Potenciometro da VWR, “pHenomenalTM”.

4.2.3 Solidos Soluveis Totais

A quantidade de solidos sollveis é avaliada pelo grau Brix, identificado pelo simbolo de °Brix.

Esta técnica é comumente utilizada nas Industrias Alimentares para medir a quantidade
aproximada de acucares em uma vasta gama de produtos, nomeadamente preparados de fruta.
Possui como principais vantagens o facto de se tratar de uma medicao simples, rapida e que
nao necessita de utilizar uma grande quantidade de amostra, evitando assim desperdicios. Esta

técnica permite ainda a sua pratica em laboratorio ou no local.

A avaliacdo dos solidos soluveis pode ser efetuada com um refratometro manual ou elétrico, no
entanto o elétrico é mais utilizado uma vez que permite uma observacdo do resultado mais
rigorosa sem influéncias do operador. Por outro lado o manual é comumente utilizado em
amostras com adicao de compostos como calcio que por vezes ndao permitem a obtencdo de

resultados no refratometro elétrico.

Os solidos sollveis totais foram quantificados com o equipamento TCR 15-30 da marca Index,
presente na Figura 13. Antes da quantificacdo deste parametro é necessario proceder a

preparacao das amostras.
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Procedimento:

e Aquando da medicdo, se necessario, calibrar previamente com agua destilada;

e Secar adequadamente a lente de leitura;

e Homogeneizar a amostra e colocar uma pequena quantidade na célula de leitura;
e Fechar a tampa e carregar no botao para iniciar a leitura;

e Obter o resultado;

e Higienizar corretamente com agua destilada e secar.

Figura 13 - Equipamento TCR 15-30 da marca Index com capacidade para medir os solidos soluveis totais.

4.2.4 Acidez Total Titulavel

A determinacao da acidez fornece uma informacao valiosa relativamente ao estado de

conservacao de um produto alimenticio.

A acidez total titulavel (ATT) pode ser expressa em gramas de acido por 100g ou 100 mL de
amostra, neste caso em concreto a ATT é expressa % de acidez por 100g de amostra utilizando

0 NaOH com uma concentracao de 0,25 mol/L.

Na aplicacao desta técnica é utilizado o potenciometro da VWR, “pHenomenal™” utilizado

previamente para a analise do pH (Figura 12), para proceder a titulacdo da amostra.

Procedimento Eletrométrico:

e Ligar prévia e atempadamente o aparelho, de modo a que este tenha tempo de estabilizar;

e Higienizar corretamente o elétrodo e a sonda com agua destilada e secar adequadamente;

e Proceder a calibracao do aparelho utilizando ambas as solucdes padréo e de acordo com o
protocolo apropriado estabelecido pelo fabricante;

e Higienizar novamente, secar e introduzir o elétrodo e a sonda na amostra a ser analisada

de modo a que ambos os componentes se encontrem dentro da solucao;
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E iniciada a titulacio da amostra através da utilizacdo da pipeta volumétrica e uma

pompete que permite que a solucao alcalina seja libertada de forma controlada na
amostra;

e E necessario e importante manter a agitacdo da amostra, através de movimentos
circulares, para que o NaOH adicionado seja envolvido na restante solucao de modo a que
esta se mantenha o mais homogénea possivel para uma correta leitura do pH;

e Deve permitir-se que o pH estabilize até que a solucao atinja um pH de 8,1;

e O volume de NaOH gasto é registado para que posteriormente se possam efetuar os calculos

da acidez.

Calculos:

Vxcx100

ATT(% de acidez/100g) — (

) x 0,064 (3)

Onde V representa o volume de NaOH utilizado, ¢ é a concentracao de NaOH (0,25N), 100
utilizado para obter a % de acidez, P indica o peso da amostra utilizada e o valor de 0,064 tem
em conta utilizacdo de um padrdao de comparacdo para quantificar a acidez titulavel, sendo

utilizado neste caso como padrao (fator de conversao) o Acido Citrico Anidro em mL.

4.3 Analise por FTIR-ATR

Foi aplicada a técnica de espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier
utilizando o equipamento de reflectancia total atenuada, da marca Platinum ATR da Bruker,

para um variado tipo de amostras obtidas.

0 procedimento de medicdo neste tipo de equipamentos é bastante simples e comporta etapas
de rapida execucdo, nomeadamente a limpeza do cristal utilizando um tecido de celulose
humedecido com isopropanol, obtencao do background através da unidade de ATR e colocacao
da amostra, assegurando o contacto intimo com o cristal para posterior medicao da amostra,

repetindo estes passos ao longo das diferentes analises (Bruker 2011).

4.3.1 Matéria-Prima e Produto Acabado
0 método de analise por espectroscopia do infravermelho por transformadas de Fourier € um
método muito fiavel e reconhecido, tendo a capacidade de caracterizar, identificar e

quantificar uma vasta gama de substancias.

As amostras de matéria-prima foram previamente descongeladas, trituradas e homogeneizadas
pelo que nado necessitam de qualquer tipo de preparacao adicional para proceder a sua analise
por FTIR-ATR (Figura 14). Também para a analise de amostras de produto acabado nao é

necessario uma preparacao prévia adicional.
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Procedimento:

Ligar o computador atempadamente, iniciar o programa OPUS 7.0, representado na Figura
14D, de modo a que este tenha tempo de estabilizar, e esperar até que as luzes indicadoras
do estado se apresentem todas com a cor verde;

Higienizar corretamente o aparelho através da utilizacdo da solucao de agua com alcool
isopropilico;

Proceder ao Background antes de iniciar cada amostra nova, colocada na zona do aparelho
representada pela Figura 14B;

Através do auxilio do utensilio de inox remover um pouco de amostra e colocar sobre o
cristal de modo a que esta esteja totalmente coberto;

Iniciar a analise da amostra e higienizar adequadamente como referido anteriormente
entre as repeticoes da analise das amostras;

Apos a analise de todas as amostras o aparelho deve ser novamente higienizado;

Os espectros obtidos devem ser guardados e o programa e respetivo computador

encerrados devidamente.

Os espectros foram adquiridor através de um espectrometro Bruker FTIR (Alpha) utilizando um

dispositivo de refletancia total atenuada (ATR) e dois preenchimentos a zero. Efetuando quatro

repeticoes de espectros por amostra obtidos através de 32 varrimentos por espectro e uma

resolucdo espectral de 4 cm™ na gama de nimero de onda de 400 a 4 000 cm™".

Figura 14 - Equipamento de FTIR-ATR (A, B, e C) e respetivo computador responsavel pela aquisicao e
tratamento dos espectros.
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4.3.2 Desenvolvimento de Modelos

Para a obtencdao de bons modelos de calibracao e fundamental que os dados analiticos que
servem de base a construcdo desses modelos sejam robustos, estejam previamente validados e

apresentem repetibilidade.

Para a construcdo de modelos deve ser utilizado um numero elevado de amostras
representativas da variabilidade inerente a matriz em analise incluindo valores de parametros
fora da legislacdo de modo a garantir a robustez dos modelos além dos limites legais e detetar
mais facilmente diferencas de matérias-primas ou produtos com diferentes proveniéncias,

sempre hajam diferencas aparentes.

A construcao de modelos PLS ¢é iniciada através da introducao dos espectros de FTIR-ATR com
os respetivos resultados obtidos para os diferentes parametros em estudo. De seguida o
software procede a otimizacdo dos dados, de modo a apresentar uma listagem dos diferentes

tratamentos em varias regides espectrais, ordenada de acordo com o menor erro.

Para a calibracdo de modelos sdao usualmente analisados varios pré processamentos
nomeadamente: correcado da linha de base; normalizacado vetorial; normalizacao pelo minimo
e maximo; correcao multiplicativa de dispersao; primeira derivada; segunda derivada; primeira
derivada + correcao da linha de base; primeira derivada + normalizacao vetorial; primeira

derivada + correcao multiplicativa de dispersao.

Posteriormente é feita uma analise dos diferentes pré-tratamentos que apresentam um erro
menor, de modo a que seja escolhido o mais eficiente. Na calibracao e validacao dos modelos
obtidos por espectroscopia de infravermelho a robustez dos mesmos sera avaliada por uma série
de parametros estatisticos, nomeadamente: Rk - nimero de componentes principais; r2 -
coeficiente de determinacao; RMSEE - erro médio quadratico da calibracdo; RMSECV - erro
quadratico médio da validacao cruzada; RMSEP - Erro quadratico médio de previsao, que traduz
a diferenca entre os valores previstos da amostra e os valores de referéncia da amostra na
validacdao do modelo; RPD - desvio residual de previsao. Nem sempre o método que apresenta
um erro menor é o mais vantajoso, devido a utilizagcao excessiva de fatores ou considerar um

numero de outliers demasiado elevado.

Apds a selecdo do tratamento a realizar nos dados em estudo, o nimero de fatores é
automaticamente eleito pelo software, de modo a apresentar um menor erro de RMSECV. Sendo
que o numero de fatores ou rank se situa entre 1 e 10, verificando depois se esta a ocorrer
underlifting ou overlifting através da verificacdo do nimero de fatores, maior ou menor
respetivamente, na construcao do modelo. Pode ainda otimizar-se a regiao espectral obtida
caso se considere necessario adicionar ou remover informacdo espectral, nomeadamente

outliers que adicionam ruido ao modelo de PLS.
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Por Ultimo, o conjunto de resultados das diferentes amostras € dividido em dois grupos, um
referente aos dados utilizados para desenvolver a calibracao e o segundo para a validacao, de
modo a tornar o modelo mais robusto e versatil. E conveniente que exista um elevado nimero

de amostras para que seja possivel a divisao em dois grupos.

A informacao analitica dos espectros é analisada e interpretada recorrendo a métodos de
quimiometria. A analise espectral raramente é efetuada com os espectros originais, sendo

geralmente transformados antes da analise multivariada.
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Capitulo V - Resultados e Discussao

Apds o desenvolvimento dos procedimentos analiticos de todas as amostras, através dos
métodos fisico quimicos desenvolvidos no laboratério de controlo de qualidade da empresa e o
procedimento em FTIR-ATR nas instalacoes da UBI. Foram usadas técnicas de quimiometria pelo
software OPUS 7.0, para a construcdao dos modelos utilizados na previsdao dos parametros de

qualidade em estudo.

Este estudo incidiu na analise de matéria-prima e produto acabado pelo que iremos apresentar

os resultados e discussao por esta ordem, respetivamente.

Relativamente a analise do parametro de pH através da técnica de espectroscopia utilizada nao
é possivel desenvolver modelos devido a baixa variabilidade observada para cada amostra

isoladamente.

5.1 Matéria-Prima

No que diz respeito a obtencao de resultados acerca das amostras analisadas de matéria-prima,
nomeadamente morango sob a forma de fruto inteiro e cortado (10x10), a Tabela 2 apresenta
os resultados estatisticos referentes as amostras de matéria-prima, quando analisadas em

conjunto, sob o método fisico-quimico.

Tabela 2 - Resultados estatisticos para o conjunto das amostras de morango inteiro e morango cortado
analisados em laboratorio de acordo com os procedimentos fisico-quimicos.

Parametro Solidos S?lﬂyeis Totais pH Acideonota?l Titulavel
(°Brix) (% acidez)
N° de Amostras 115 115 58
Min - Max 4,10 - 10,60 3,08 - 4,06 0,48 - 0,94
Média + o 6,96 = 1,20 3,55+0,14 0,76 + 0,12
cv 17,23 3,84 15,31

o - Desvio Padréo; CV - Coeficiente de Variacdo; Min - Minimo; Max- Maximo

Apesar de este estudo incidir na analise do mesmo fruto, optou-se por dividir o conjunto de
amostras de acordo com o formato em que se encontram no momento de rececao de matéria-
prima. Este procedimento pretende verificar se é detetada alguma diferenca relevante que

justifique a sua analise de modo individual.

Ao observar individualmente os dados estatisticos da matéria-prima em estudo, de acordo com
o formato em que se apresentam, morango inteiro e morango cortado, pode verificar-se que

sao apresentados resultados semelhantes nas Tabelas 3 e 4.
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Tabela 3 - Resultados estatisticos referentes ao estudo de morango inteiro segundo os procedimentos
fisico-quimicos.

Parametro Sélidos S?layeis Totais bH Acideonot§I Titulavel
(°Brix) (% acidez)
N° de Amostras 61 61 9
Min - Max 4,76 - 9,30 3,08 - 4,06 0,51 - 0,80
Média £ & 6,72 £ 1,21 3,57 £ 0,16 0,66 + 0,10
cv 18,07 4,35 14,62

o - Desvio Padrao; CV - Coeficiente de Variagao; Min - Minimo; Max- Maximo

Tabela 4 - Resultados estatisticos relativos ao estudo de morango cortado segundo os procedimentos fisico-
quimicos.

Parametro Sélidos S?lﬂYeis Totais oH Acidez Tota}l Titulavel
(°Brix) (% acidez)
N° de Amostras 54 54 49
Min - Max 4,10 - 10,60 3,28 - 3,73 0,48 - 0,94
Média + o 7,25 + 1,13 3,52 £ 0,11 0,78 £ 0,11
cv 15,60 3,01 14,30

o - Desvio Padrao; CV - Coeficiente de Variagao; Min - Minimo; Max- Maximo

Comparando os resultados, presentes nas Tabelas 3 e 4, pode observar-se que o desvio padrao
obtido na analise dos diferentes parametros € baixo, o que indica que nao existe uma grande
dispersao de resultados. Relativamente a analise do coeficiente de variacao dos diferentes
grupos de amostras, o parametro de pH apresenta o melhor resultado, o que revela que nesta
fase de processo o valor de pH é muito estavel, pelo que devido a baixa variabilidade nao foi

possivel encontrar modelos para este parametro.

Posteriormente procedeu-se a analise das amostras através da técnica de FTIR-ATR de modo a
obter a leitura dos espectros correspondentes ao morango inteiro e cortado, respetivamente,

presentes na Figura 15.
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Figura 15 - Espectros de FTIR-ATR referentes a analise de matéria-prima, morango inteiro e morango
cortado, na regiao de 4 000-400 cm™'.

Na Figura 15 estdo presentes os espectro de FTIR-ATR obtidos apds o pré-tratamento,
evidenciando a regidao espectral mais relevante para o estudo de matéria-prima. Também

presentes na Tabela 5 sao evidentes as semelhancas entre ambos os produtos.

Tabela 5 - Representacao da faixa espectral relevante na analise dos picos resultantes da técnica de
FTIR-ATR no morango inteiro e morango cortado.

Produto Numero de Onda (cm™')/Absorvancia

Morango Inteiro  3311,73/0,32 2107,32/0,025 1635,93/0,16 1062,96/0,08

Morango Cortado 3312,42/0,32 2118,23/0,025 1636,19/0,15 1062,01/0,075

A banda a partir de 3400 a 3000 cm™ é geralmente associada ao conteldo de agua nas
amostras, pois € devido aos grupos OH. Estes grupos sdao também importantes para a
identificacdo de compostos fenolicos, alcoois e grupos carboxilicos e também a vibracao de

hidrogénio dos grupos de amida N-H (Droussi et al. 2009; Susanto et al. 2009).

Os picos por volta de 1 650 e 1 543 cm™ sdo atribuidos a alongamentos da proteina amido
(Kyomugasho et al. 2015). Uma banda de absorvancia que surge com aproximadamente 1632
cm', pode ser atribuida ao grupo carboxilo em alongamento assimétrico (Anjos et al. 2015), no
entanto € uma zona espectral importante para os compostos fendlicos porque é caracteristica
de vibracdes C-C aromaticos, C-O vibracoes de alongamento de grupos amida, quininos e

cetonas conjugadas (Susanto et al. 2009; Leouifoudi et al. 2014).
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Cada segmento do espectro de FTIR-ATR obtido de determinada amostra fornece informacao
qualitativa e quantitativa, nomeadamente a presenca de uma familia de hidrato de carbono
contendo um monossacarido polissacarideo complexo, tais como o anel C-O, C-C e C-0-C na
regido de 1 100-950cm" (Song et al. 2016).

A analise multivariada foi desenvolvida através da construcao de modelos de PLS, com os dados
espectrais das diferentes amostras de matéria-prima, de modo a obter modelos de calibracao
para cada um dos parametros em estudo. Este processo tem em conta a importancia de um r?
elevado, um erro médio quadratico de calibracdo e validacdo cruzada reduzido, o menor

numero de fatores usados no calculo e o maior desvio de previsdo residual.

Tabela 6 - Resultados do desenvolvimento dos modelos referentes as amostras de matéria-prima para a
Calibracao, Validacao Cruzada e Conjunto de Testes de Validacao.

Faixa Espectral Pré- Calibracdo
Produto Parametro 91 N° d
(cm™) Tratamento e Rk r2 RMSEE RPD
Amostras
Morango s 2121-1927 +
Inteiro Sol,1d0§ 1734-960 2ndDer 211 5 99,2 0,11 11
Morango Soluveis
g Totais (°Brix) 1896-933 2ndDer 177 2 95,6 0,174 4,8
Cortado
Morango 2995-2791 +
Inteir% Acidez 1977-1568 + 1stDer+MSC 33 6 99,8 0,00513 | 20,3
Titulavel (% 1365-1159
Morango acidez) 1774-1163 SLS 107 10 99,5 |0,00668 | 13,5
Cortado
A Faixa Espectral Pré- Validacao Cruzada
Produto Parametro 0 N° d
(ecm™) Tratamento e r2 | RMSECV | RPD Bias
Amostras
Morango s 2121-1927 +
Inteiro Sol)do_s 1734-960 2ndDer 159 98,5 0,137 8,1 -0,004
Morango Soluveis
s Totais (°Brix) 1896-933 2ndDer 138 95,5 0,175 4,7 -0,004
Cortado
Morango 2995-2791 +
Inteir% Acidez 1977-1568 + 1stDer+MSC 33 96,2 0,0181 5,2 0,003
Titulavel (% 1365-1159
Morango acidez) 1774-1163 SLS 87 93 | 00221 | 3,8 | 0,000
Cortado
. Faixa Espectral Pré- Conjunto de Testes de Validagao
Produto Parametro » N° d
(cm™) Tratamento e r2 RMSEP RPD Bias
Amostras
Morango . 2121-1927 +
Inteiro Sol’1do§ 1734-960 2ndDer 47 98,3 0,184 7,7 0,023
Morango Soluveis
g Totais (°Brix) 1896-933 2ndDer 37 92,3 0,213 3,7 0,005
Cortado
Morango 2995-2791 +
Inteir% Acidez 1977-1568 + 1stDer+MSC
Titulavel(% 1365-1159
Morango acidez) 1774-1163 SLS 20 9,2 | 0,0179 | 6,1 | 0,010
Cortado

2ndDer - Segunda Derivada; 1stDer - Primeira Derivada; MSC - Correcao Multiplicativa de Sinal; SLS - Subtracao em
Linha Reta; RK - Nimero de componentes PLS; r? - Coeficiente de Determinagdo; RMSEE - Erro Médio Quadratico da
Calibracédo; RPD - Desvio Residual Previsto; RMSECV - Erro Médio Quadratico de Validacdo Cruzada; BIAS - Valor Médio
do Desvio (Erro Sistematico); RMSEP - Erro Médio Quadratico de Previsao.

A Tabela 6 representa os resultados obtidos para a construcao do modelo de calibracao
estabelecida como ideal. Os valores de r? para os modelos selecionados foram maiores do que
95,6 para a calibracao, superiores a 93 para a validacao cruzada e no que diz respeito aos testes

de validacao os resultados apresentados sao superiores a 92,3.
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O pior modelo desenvolvido foi para a amostra de morango cortado no parametro
correspondente a analise de solidos sollveis totais com o valor mais baixo de RPD. Foram
obtidos resultados superiores a 4,8 na calibracao, a 3,8 na validacao cruzada e 3,7 no conjunto
de testes de validacao para o resultado de RPD. De um modo geral o RPD observado na analise
das amostras de matéria-prima tém um valor elevado, no entanto este resultado podera nao
ser representativo o suficiente para que seja considerado confiavel devido ao reduzido numero

de amostras.

Os resultados apresentados para o Erro Médio Quadratico da Calibracao, Validacdo Cruzada e
de Previsao sao bastante baixos o que é bom, tendo em conta que quanto mais proximos de
zero forem os resultados mais eficaz € a previsao dos resultados executada pelo modelo, maior

precisao.

No entanto, nao foi possivel desenvolver o conjunto de teste de validacdo para a amostra de

morango inteiro referente ao parametro de acidez titulavel devido ao reduzido nimero de

amostras.
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Figura 16 - Representacao grafica dos resultados do estudo do parametro de sélidos sollveis totais
(presentes na coluna a esquerda) e acidez total titulavel (presentes na coluna a direita), para analise de
morango inteiro (graficos A e B) e morango cortado (graficos C e D).

Na Figura 16 estao presentes os valores medidos e previstos na calibracao obtidos pelo modelo
de PLS desenvolvido. Os graficos tém presentes a reta de tendéncia com os resultados do
coeficiente de determinacao, r?, com um valor médio de 97,4 e 99,6 para o parametro de
solidos sollveis totais e acidez total titulavel, respetivamente. Tendo em conta que é um valor

muito proximo de 1 indica que os pontos estao bastante ajustados a reta e existe uma elevada
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precisao dos resultados e consequentemente do modelo utilizado. Deste modo pode afirmar-se
que a técnica de FTIR-ATR apresenta robustez para que possa vir a ser desenvolvida uma
metodologia de analise para estes parametros. No entanto, é de referir que serdao necessarios
mais estudos para que se possa obter modelos de calibracao para uso industrial e com a devida

calibracao externa, que nao foi possivel efetuar neste trabalho devido ao nimero de amostras.

5.2 Produto Acabado

Relativamente a aquisicao de resultados referentes as amostras de produto acabado analisado,
tais como “Morango +”, “Morango -”, “Framboesa” e “Cereais”, as Tabelas 7, 8, 9 e 10,
apresentam, respetivamente, os resultados estatisticos de cada conjunto de amostras quando

analisadas de acordo com o método fisico-quimico.

Tabela 7 - Resultados estatisticos relativos a analise de produto acabado, denominado por “Morango +”.

Parametro Solidos S?ll]\(eis Totais oH Acideonota}l Titulavel
(°Brix) (% acidez)
N° de Amostras 41 41 40
Min - Max 34,64 - 40,08 3,59 - 4,01 0,19 - 0,85
Média + & 38,21 + 1,04 3,80 + 0,09 0,39 £+ 0,13
cv 2,73 2,49 32,82

o - Desvio Padréo; CV - Coeficiente de Variacao; Min - Minimo; Max - Maximo

De acordo com os valores apresentados na Tabela 7, relativa a analise de “Morango +”, observa-
se que o desvio padrao obtido é bastante baixo, obtendo o melhor resultado, com 0,09, para o
parametro de analise do pH e o pior resultado, de 1,04, na analise de solidos solUveis totais,
nao sendo no entanto suficientemente elevados, estes valores indicam que nao existe dispersao
de resultados. No que diz respeito a analise do coeficiente de variagao, os valores apresentados
para a analise de sélidos sollveis totais e pH indicam um conjunto de dados homogéneos. Porém
na analise da acidez total titulavel o coeficiente de variacao de 32,82 sugere que nado existe

precisao de dados suficientes pelo que sdo considerados heterogéneos.

Tabela 8 - Resultados estatisticos relativos a analise de produto acabado, denominado por “Morango -”.

Parametro Sélidos S?IuYeis Totais pH Acideonota}l Titulavel
(°Brix) (% acidez)
N° de Amostras 18 18 16
Min - Max 5,69 - 7,00 3,57 - 3,76 0,38 - 0,62
Média + ¢ 6,34 + 0,41 3,67 + 0,06 0,53 £ 0,07
cv 6,41 1,64 12,20

o - Desvio Padréo; CV - Coeficiente de Variacao; Min - Minimo; Max - Maximo
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No que diz respeito a analise de “Morango -”, com a observacao da Tabela 8 pode verificar-se
que o valor do desvio padrdo é realmente muito baixo, assim como também o resultado do
coeficiente de variacdo, para todos os parametros, pelo que se pode afirmar que o conjunto de

resultados é preciso e homogéneo.

Tabela 9 - Resultados estatisticos relativos a analise de produto acabado, denominado por “Framboesa”.

Parametro Sélidos S?lﬂyeis Totais pH Acideonota}l Titulavel
(°Brix) (% acidez)
N° de Amostras 106 106 97
Min - Max 39,77 - 46,75 3,39 - 8,86 0,56 - 0,83
Média £ ¢ 43,90 = 1,31 3,72 £+ 0,52 0,68 + 0,06
cv 2,99 14,07 8,98

o - Desvio Padréo; CV - Coeficiente de Variacao; Min - Minimo; Max - Maximo

Através da analise da Tabela 9 referente ao produto denominado de “Framboesa”,
relativamente a analise do desvio padrao o melhor resultado é de 0,06 para o parametro de
acidez total titulavel e o pior diz respeito aos solidos solUveis totais com um valor de 1,31, no
entanto pode considerar-se que estamos perante resultados com pouca dispersao, uma vez que
os valores de coeficiente de variacdo dos diferentes parametros sdo também inferiores a 15%,

logo estamos perante um conjunto de resultados homogéneo.

Tabela 10 - Resultados estatisticos relativos a analise de produto acabado, denominado por “Cereais”.

Parametro Sélidos S?lﬂyeis Totais pH Acideonotgl Titulavel
(°Brix) (% acidez)
N° de Amostras 22 22 18
Min - Max 29,00 - 34,10 3,50 - 3,90 0,40 - 0,59
Média + & 31,52 + 1,26 3,77 £ 0,08 0,51 £ 0,05
cv 3,99 2,14 10,59

o - Desvio Padréo; CV - Coeficiente de Variacao; Min - Minimo; Max - Maximo

Segundo a Tabela 10 que apresenta os resultados acerca do produto “Cereais”, onde o desvio
padrao indica que nao existe uma grande dispersao dos valores, por outro lado estamos perante
um coeficiente de variacdo baixo para todos os parametros em analise, o que indica a existéncia

de valores precisos e um conjunto de dados homogéneo.

A obtencao dos espectros foi desenvolvida de acordo com as metodologias de trabalho
previamente apresentadas estudando as amostras de produto acabado na totalidade, como se

pode observar na Figura 17.
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Figura 17 - Espectros obtidos pela técnica de FTIR-ATR na analise de produto acabado, denominados por
“Morango +”, Morango -”, “Framboesa” e “Cerais”, respetivamente, na regido de 4 000-400 cm™'.

A Figura 17 tem presentes os espectros de FTIR-ATR, adquiridos em laboratorio apos o preé-
tratamento, com foco nas zonas mais importantes, onde se concentram alguns dos picos que se
destacam mais no estudo. Podem comparar-se os resultados obtidos através da analise da
Tabela 11, onde se evidenciam os picos mais salientes dos espectros dos diferentes tipos de

produto acabado analisados.
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Tabela 11 - Representacao da faixa espectral relevante na analise dos picos resultantes da técnica de
FTIR-ATR para produto acabado.

Produto Numero de Onda (cm')/Absorvancia

3269,46 2941,45 1638,03 1421,67 1136,25 1106,15 1053,01 996,08 923,28

Morango +  “/n'3," /0,065 /0,14 /0,08 /0,13 /013 /0,23 /0,20 /0,12
Morango . 328525 1636,53 1103,95 1060,48 1033,98
g /0,32 /0,155 /0,07 /0,07 /0,075

Framboesa  3270:52 2938,60 1638,59 1421,47 113567 1108,36 1050,80 994,39 925,37

/0,32 /0,06 /0,14 /008 /0,13 /0,13 /0,25 /0,25 /0,15

Corcais 267,91 2927,01 1638,02 1419,54 1139,47 110594 1054,97 998,35 923,37

/0,32 /0,06 /0,15 /00,5 /0,09 /0,10 /0,17 /0,15 /0,10

A regiao espectral que representa a agua esta presente em todos os produtos analisados. Como
ja foi referido, a faixa espectral onde sao identificadas as bandas de vibracao alongada de OH

e CH presentes entre 3 400-2 900 cm™" aproximadamente (Suutarinen et al. 1998).

A banda observada em torno de 2 920 cm™' poderia ser associada a extensdo de CH em estruturas

alifaticas, tais como os acidos gordos e outras estruturas de cadeia longa (Hajjouji et al. 2007).

O conjunto de picos situados aproximadamente entre a regiao 1 460-1 330 cm™ é tipicamente

associado a banda de carbohidratos estruturais (Suutarinen et al. 1998).

De um modo geral os doces de fruta sao caracterizados acerca do seu teor em frutose, varias
bandas espectrais sao atribuidas a frutose como deformacao de OCH deformacgdo, COH e CCH
detetada a 1 425-1 414 cm™ nos doces normais e adulterados com um adocante mais barato
(glicose). As regides de 3 390-1 640 cm™' devem-se ao alongamento (OH), assimetria (CH),
alongamento (C=0) e deformacgdo (OH). Outros picos espectrais sdao identificados devido a
presenca de glucose, sacarose, acido citrico, pectina e pigmento vermelho, a 1 045-1029 cm™',
1 061-1 058cm™, 1 378-1 351 cm™, 927-917 cm™ e 633-631 cm’', respetivamente (Mohamed et
al. 2011).

Por outro lado na analise de espectros de produto acabado, através da técnica de FTIR, pode
afirmar-se que os picos na ordem de 1 644-1 637 cm™' sdo atribuidos aos pigmentos sintéticos
de morango (Mohamed et al. 2011), que podem ser associados aos picos presentes na analise

dos produtos denominados por “Morango +” e “Morango -”.

A observacdo de picos no comprimento de onda de aproximadamente 1 650 cm™ e 1540 cm”
pode representar a presenca de proteina, enquanto que a regiao entre 1 630- 1 602 cm™ pode

ainda ser associada ao grupo carboxilico (Kyomugasho et al. 2015).

A analise multivariada foi novamente desenvolvida através da construcao de modelos de PLS,
com os dados espectrais das diferentes amostras de produto acabado, de modo a obter modelos

de calibracdo para cada um dos parametros em estudo. Nesta etapa é considerada a
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importancia de um r? elevado, um erro médio quadratico de calibracao e validacao cruzada

reduzido, o menor nimero de fatores usados no calculo e o maior desvio de previsao residual.

Tabela 12 - Resultados do desenvolvimento dos modelos referentes as amostras de produto acabado para
a Calibracao, Validacao Cruzada e Conjunto de Testes de Validacao.

. . Calibragao
Produto | Parametro Faixa Espectral Pre- 5
(cm™) Tratamento | N°de Rk 2 RMSEE | RPD
Amostras
2575-2363 + 2154-
Morango + 1942 + 1524-891 1stDer 128 10 95,8 0,182 4.9
Sélidos 2183-1776 + 1574-
Morango - Sollveis 1369 1stDer + SLS 40 6 99,3 0,036 11,5
Totais 2995-2363 + 2154-
Framboesa (° Brix) 1942 + 1734-891 MSC 318 7 91,9 0,315 3,52
Cereais 2785-1101 1stDer+MSC 76 4 95,2 0,264 4,6
Morango + 1946-1313 1stDer+SLS 78 9 98,7 0,0101 8,8
2791-2584 + 2177-
Morango - Acidez 1971 + 1767-1560 1stDer 48 9 99,2 0,0057 11,1
Titulavel (% | 2577-2366 + 1740- .
Framboesa acidez) ° 1319 + 1111-901 MinMax 303 8 80,2 0,0222 2,3
2995-2785 + 2577-
Cereais 2366 + 1948-1738 + 2ndDer 39 8 98,5 0,0061 8,1
1529-901
. . Validagcéo Cruzada
Produto | Parametro Faixa Espectral Pre- o i
(em™) Tratamento | N°de |\, | pucpey | RPD | Bias
Amostras
2575-2363 + 2154-
Morango + 1942 + 1524-891 1stDer 101 73,7 0,422 2 -0,070
Sélidos 2183-1776 + 1574-
Morango - Solveis 1369 1stDer + SLS 29 71,9 0,208 1,96 0,056
Totais 2995-2363 + 2154-
Framboesa (° Brix) 1942 + 1734-891 MSC 251 82,5 0,415 2,4 0,010
Cereais 2785-1101 1stDer+MSC 60 88,5 0,396 3 0,009
Morango + 1946-1313 1stDer+SLS 58 91,4 0,0259 3,4 0,003
2791-2584 + 2177-
Morango - Acidez 1971 + 1767-1560 1stDer 36 54,9 0,0422 1,5 -0,006
Titulavel (% 2577-2366 + 1740- .
Framboesa acidez) 1319 + 1111-901 MinMax 240 65 0,0289 1,7 0,001
2995-2785 + 2577-
Cereais 2366 + 1948-1738 + 2ndDer 33 61,8 0,0278 1,6 -0,002
1529-901
. . Conjunto de Testes de Validacao
Produto | Pardmetro Faixa Espectral Pre- 5 ) ‘
(em™) Tratamento | N°de | 2 | pucep | RPD | Bias
Amostras
2575-2363 + 2154-
Morango + 1942 + 1524-891 1stDer 27 88,3 0,322 2,9 -0,028
Solidos 2183-1776 + 1574-
Morango - Solaveis 1369 1stDer + SLS 9 38 0,203 2,1 0,161
Totais 2995-2363 + 2154-
Framboesa (° Brix) 1942 + 1734-891 MSC 67 87,9 0,489 2,9 -0,033
Cereais 2785-1101 1stDer+MSC 16 91,4 0,25 3,6 0,079
Morango + 1946-1313 1stDer+SLS 20 85,6 0,023 3,3 0,014
2791-2584 + 2177-
Morango - Acidez 1971 + 1767-1560 1stDer
Titulavel (% | 2577-2366 + 1740- .
Framboesa acidez) 1319 + 1111-901 MinMax 63 76,9 0,024 2,1 0,002
2995-2785 + 2577-
Cereais 2366 + 1948-1738 + 2ndDer
1529-901

1stDer - Primeira Derivada; SLS - Subtracdao em Linha Reta; MSC - Correcao Multiplicativa de Sinal; MinMax -
Normalizagdo Minimo Maximo; 2ndDer - Segunda Derivada; RK - Nimero de componentes PLS; r? - Coeficiente de
Determinacdo; RMSEE - Erro Médio Quadratico da Calibracdo; RPD - Desvio Residual Previsto; RMSECV - Erro Médio
Quadratico de Validacdo Cruzada; BIAS - Valor Médio do Desvio (Erro Sistematico); RMSEP - Erro Médio Quadratico de
Previsao.
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De acordo com a Tabela 12 que apresenta os resultados obtidos para a construcao do modelo
de calibracao estabelecida como ideal. Os valores de r? para os modelos selecionados foram
maiores do que 80,2 para a calibracao, superiores a 54,9 para a validacao cruzada e no que diz

respeito aos testes de validacao os resultados apresentados sao superiores a 38.

O pior modelo desenvolvido foi para a amostra de produto “Framboesa” no parametro
correspondente a analise de acidez titulavel com o valor mais baixo de RPD na calibracao.
Foram obtidos resultados superiores a 2,3 na calibracao, a 1,5 na validacao cruzada e 2,1 no
conjunto de testes de validacao para o resultado de RPD. O RPD observado na analise das
amostras de produto acabado pode nao ser considerado confiavel devido ao reduzido nimero

de amostras.

Os resultados apresentados para o Erro Médio Quadratico da Calibracado, Validacao Cruzada e

de previsao sao bastante baixos, o que indica que o modelo é preciso.

No entanto nado foi possivel desenvolver o conjunto de teste de validacdo para a amostra de
produto acabado de “Morango -” e “Cereais” para o parametro de acidez titulavel devido ao

reduzido nUmero de amostras.
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Figura 18 - Representacdo grafica dos resultados do estudo do parametro de solidos sollveis totais
(presentes na coluna a esquerda) e acidez total titulavel (presentes na coluna a direita), para analise de
produto acabado denominados por “Morango +” (graficos A e B), “Morango -“ (graficos C e D),
“Framboesa” (graficos E e F) e “Cereais” (graficos G e H).

Os valores medidos e previstos na calibracao obtidos pelo modelo de PLS desenvolvido estao

presentes na Figura 18. A reta de tendéncia esta presente nos graficos das diferentes amostras

para ambos os parametros em analise, nos quais o valor do coeficiente de determinacéo, r?,

varia entre 91,9 e 99,3 para o parametro de sélidos solUveis totais e entre 80,2 e 99,2 para a

acidez total titulavel, com um valor médio de 95,6 e 94,2, respetivamente. O conjunto de
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resultados possui valores altos, pelo que se pode afirmar que se obteve um bom ajuste linear
que sugere uma elevada precisao nos resultados e modelo usado. Nao existem outliers, o que
indica que a técnica é viavel, uma vez que os resultados obtidos através da analise convencional
sdo semelhantes aos resultados previstos através da técnica de FTIR-ATR. O coeficiente de
determinacdo mais alto esta presente na Figura 18C e 18D com o valor de 99,3 e 99,2 para o

”

produto denominado “Morango -” na avaliacdo dos sdlidos sollveis totais e acidez total
titulavel, respetivamente. O r? mais baixo esta representado na analise do parametro de acidez
total titulavel na Figura 18F para o produto “Framboesa” possivelmente devido a presenca de
algumas amostras com resultados discrepantes com o valor de 80,2 aproximadamente. Os
solidos sollveis totais sdo comumente associados ao valor de sacarose enquanto que a acidez
total titulavel indica a capacidade de determinada amostra se manter sa, estas caracteristicas
sdo importantes para a analise de produto acabado ao nivel organolético e de determinacao do

prazo de validade do mesmo.

5.2.1 Andlise Microbiolégica de Produto Acabado
Foi processada a recolha de todas as amostras de produto acabado indicadas, a normal analise
no laboratorio de controlo de qualidade da empresa Frulact de modo a detetar qualquer tipo

de contaminacao e posterior desenvolvimento dos espectros de FTIR-ATR no laboratério da UBI.

Ao longo de toda a etapa nao foram obtidos resultados positivos para contaminacao das
amostras na analise microbioldgica pelo que foi impossivel estabelecer um termo de

comparacgao entre os espectros obtidos de amostras ndo contaminadas e contaminadas.

Deste modo torna-se inviavel o estudo dos resultados obtidos pela técnica de espectroscopia,
visto que nao existem dados suficientes que permitam efetuar uma analise apropriada e tecer

qualquer tipo de conclusao acerca dos mesmos.
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Capitulo VI - Conclusao e Perspetivas

Futuras

Este trabalho mostrou-se muito gratificante nao apenas pelo estudo efetuado com produtos
alimenticios em laboratorio, mas também pela experiéncia que foi efetuar um trabalho em

ambiente industrial numa empresa de referéncia internacional no ramo alimentar.

Apos este trabalho conclui-se que o FTIR-ATR é uma poderosa ferramenta na analise de varios
produtos, proporcionando uma analise bastante rapida e credivel dos parametros analisados,

através da construcao de modelos viaveis.

De um modo geral os resultados obtidos foram satisfatorios, pois para além de os valores
previstos pelos modelos se aproximarem bastante dos resultados reais, também o tratamento
dos modelos decorreu sem grandes contratempos. No caso da analise do parametro de pH nao
foi viavel a realizacao de modelos devido ha falta de variabilidade dos resultados nas diferentes
amostras. Por outro lado nédo foi possivel obter resultados que justificassem dar continuidade
ao desenvolvimento do estudo microbiolégico das amostras, uma vez que nao foram obtidos
valores que servissem como termo de comparacao, visto que a presenca de contaminacoes nas
amostras foi inexistente. Os valores obtidos para o coeficiente de determinacao indicam bons
resultados, no entanto para obter modelos com uma maior fiabilidade seria importante dar
continuidade ao estudo analisando um nimero superior de amostras, o que foi impossivel devido

ao reduzido periodo de estagio e a variacao do plano de produgao imposto na Frulact.

Para esta técnica ser aceite em indlstria alimentar sera necessario sem divida um trabalho
mais aprofundado e com uma maior amplitude em termos de produtos e parametros analisados.
E necessario também, apds desenvolvimento de modelos, efetuar uma validacao externa em

ambiente fabril para provar a credibilidade da técnica.

Outra questao que se levanta € a rentabilidade e viabilidade de utilizar a técnica de FTIR-ATR
como metodologia de analise de modo a substituir as diversas analises, efetuadas segundo as
metodologias padrao, nas diferentes etapas de processamento do produto em ambiente

industrial.

Para completar este trabalho é apresentada uma pequena lista de possiveis trabalhos futuros

na investigacdo e desenvolvimento desta tematica:

e Avaliar o parametro de pH através de um conjunto de amostragem divergente de modo a
ter valores de comparacao com elevada variabilidade;
e Verificar a aplicacdo do FTIR-ATR em analises microbioldgicas, que tradicionalmente sao

muito demoradas e dispendiosas, com o aumento da amostragem e contaminacoes
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induzidas, permitindo a detecao rapida e a analise de diferentes parametros através de
um procedimento apenas;

Utilizacao de analise com o FTIR-ATR numa gama mais ampla de produtos e parametros,
efetuando os modelos apropriados para os produtos e verificar a sua credibilidade e
aplicacao;

Reproduzir um processo de analise utilizando apenas o FTIR e extrair resultados crediveis,
confirmados através da validacao em um laboratorio externo acreditado;

Comparacao e avaliacdo dos custos na industria alimentar de analises convencionais e

utilizacao da técnica de FTIR-ATR, de modo a verificar a sua aplicabilidade.

Sendo a utilizacao do FTIR-ATR uma mais-valia na reducao de tempo e de recursos humanos

para diversas analises, mostra-se vantajosa a continuacdo deste estudo para provar a

aplicabilidade na industria alimentar.
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Anexo 1 - Espectros de FTIR-ATR referentes a analise de matéria-prima, morango inteiro, na regiao de
4 000-400 cm™".
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Anexo 2 - Espectros de FTIR-ATR referentes a analise de matéria-prima, morango cortado, na regiao de
4 000-400 cm™.
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Anexo 3 - Espectros obtidos pela técnica de FTIR-ATR na analise de produto acabado, denominado por
“Morango +”, na regido de 4 000-400 cm'.
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Anexo 4 - Espectros obtidos pela técnica de FTIR-ATR na analise de produto acabado, denominados por
“Morango -”, na regiao de 4 000-400 cm™.
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Anexo 5 - Espectros obtidos pela técnica de FTIR-ATR na analise de produto acabado, denominados por
“Framboesa”, na regiao de 4 000-400 cm-'.
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Anexo 6 - Espectros obtidos pela técnica de FTIR-ATR na analise de produto acabado, denominados por
“Cereais”, na regidao de 4 000-400 cm'".
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