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RESUMO

APLICACAO DE IMAGENS DIGITAIS E  TECNICAS
ESPECTROANALITICAS COMBINADAS COM QUIMIOMETRIA
PARA DETECCAO E QUANTIFICACAO DE ADULTERACAO EM
LEITE BOVINO

O leite bovino é considerado um alimento basico na alimentacao
humana, especialmente para criangas, contribuindo com o0s nutrientes essenciais
que estas requerem para 0 Seu crescimento e desenvolvimento. Recentemente,
diversas reportagens tém sido divulgadas sobre o problema da adulteracdo em
leite, causando preocupacOes entre seus fabricantes e consumidores. Neste
contexto, esta tese de doutorado tem como objetivo principal aplicar a analise
por imagens digitais para verificar a autenticidade do leite bovino. Os resultados
obtidos serdo comparados com o0s obtidos com as técnicas espectroanaliticas de
infravermelho (IR) e ressondncia magnética nuclear no dominio do tempo
(RMN-DT). As amostras de leite foram adulteradas com &gua, perdxido de
hidrogénio, leite sintético, soro, urina sintética, ureia e soda caustica, em
diferentes porcentagens de adulteracdo. No caso da soda caustica, as amostras
de leite de boa qualidade foram submetidas a um processo natural de
degradacéo e, em seguida, adicionado soda caustica para re-estabelecer o pH
original. Modelos de classificagcdo demonstraram a habilidade do procedimento
de analise por imagens digitais em descriminar as amostra de leite ndo
adulterado e adulterado com uma alta porcentagem de acerto. Os modelos de
classificacdo obtidos com os métodos de RMN-DT e IR permitiram discriminar
as amostras de acordo com a porcentagem de adulteracdo e o tipo de
adulterante. Modelos de regressao demonstraram que o procedimento de analise
por imagens digitais € capaz de quantificar adulterantes em leite bovino quando
a porcentagem de adulteracdo é > 6% v/v. Resultados obtidos com as técnicas
RMN-DT e IR apresentaram uma habilidade para quantificacdo de adulterantes

em concentracfes < 3% v/v.
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ABSTRACT

APPLICATION OF DIGITAL IMAGE AND SPECTROANALYTICAL
TECHNIQUES COMBINED WITH CHEMOMETRICS ANALYSIS TO
DETECT AND QUANTIFY ADULTERATION IN BOVINE MILK

Milk provides essential nutrients (carbohydrate, fat, protein,
minerals and vitamins) of great nutritional relevance for humans, particularly
during childhood. Nowadays, the occurrence of milk adulteration is a major
Issue in the dairy industry, and has been causing concerns among costumers and
food manufacturers. In this context, the objective of this study was developed a
simple, fast and non-expensive method to identify and quantify milk
adulteration. In this study, three different methods were proposed based on
digital image, infrared spectroscopy (IR) and time domain nuclear magnetic
resonance (TD-NMR). Milk samples were adulterated by addition of tap water,
whey, synthetic milk, synthetic urine, urea, hydrogen peroxide and caustic soda,
in different concentrations, except for caustic soda. In this case, fresh milk
samples were put at ambient temperature and waited to turn sour. Later, a 10-
mol/L commercial NaOH solution was added into the sourish milk to establish
its original pH. Classification models obtained with digital images exhibited
tight and well-separated clusters allowing the discrimination of control from
adulterated milk samples. Results obtained with TD-NMR and IR allowed the
discrimination of milk samples according to the level of adulteration and the
type of adulterant used in the adulteration process. In the case of adulteration
with NaOH, the method developed with digital image was able to discriminate
fresh from adulterated milk samples. Regression models obtained with digital
Image showed that the method was able to detect adulteration level > 6% v/v. In
the other hand, the models obtained with IR and TD-NMR allowed the

quantification of adulteration at levels < 3% v/v.
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Motivacao 1

MOTIVACAO

O leite é definido como um fluido bioldgico de alto valor nutritivo
que se apresenta como uma emulsdo de glébulos de gordura e uma suspenséo de
micelas de caseina (caseina, célcio, fosforo), todas suspendidas em uma fase
aquosa gque contém solubilizadas moléculas de lactose, proteina do soro do leite
e alguns minerais**®. Suas propriedades fisico-quimicas s&o bem conhecidas,
destacando-se a sua coloracdo branca (devido aos glébulos de gordura e as
micelas de caseina), auséncia de sabores e odores estranhos e pH na faixa de
6,6-6,9. Estima-se que o leite possua em torno de 100.000 constituintes
distintos, sendo a maioria deles ainda ndo identificados®. Porém, de uma
maneira geral o leite € composto por gordura, proteinas (basicamente caseina e
albumina), glicidios (principalmente lactose), minerais, vitaminas e agua™**. No
entanto, esta composicdo e a concentracdo destas substancias pode variar em
funcdo da espécie do mamifero, raca, estagio de lactacdo, nutricdo do animal,
entre outros fatores. Devido a presenca destes constituintes, o leite é
considerado um alimento basico na alimentacdo humana, especialmente para
criangas, contribuindo com 0s nutrientes essenciais que estas requerem para o
seu crescimento e desenvolvimento®?®.

Segundo dados publicados pela Food and Agriculture
Organization (FAO) o Brasil produziu cerca de 23,3 bilhGes de litros de leite
bovino no ano de 2005, ocupando o sétimo lugar na producdo mundial’. No ano
de 2010 esta producédo passou para 31,6 bilhdes de litros de leite e o Brasil
passou a ocupar o quinto lugar na producdo mundial, ficando atras somente dos
Estados Unidos da América, India, China e RUssia. Apesar deste lugar de
destaque, os produtos lacteos tem sido alvo de constantes problemas
relacionados a adulteracdo, como mostrado frequentemente pela midia escrita e
televisiva. Um estudo realizado por pesquisadores da U.S. Pharmacopeial

Convention (USP) e da Universidade de Michigan revelou que o leite € uns dos
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sete alimentos mais suscetiveis a adulteracdo, juntamente com azeite, mel,
acafrdo, café, suco de macd e laranja®. Em 2007 diversas reportagens foram
divulgadas sobre a mistura de soda caustica, peroxido de hidrogénio
(comumente chamada de 4gua oxigenada), sal de cozinha e agucar ao leite UHT
(do inglés, Ultra High Temperature) produzido por algumas cooperativas do
Triangulo Mineiro no Estado de Minas Gerais”'’. Estas substancias tém como
finalidade mascarar aspectos indesejaveis do leite com qualidade inadequada
para 0 consumo humano, aumentar o prazo de conservacdo e o volume do
produto. Como, por exemplo, a adi¢cdo de peroxido de hidrogénio para aumentar
0 prazo de conservacdo do produto, devido a acdo de bactericida que
desempenha. No entanto, estudos revelaram que a adicdo desta substancia
provoca a destruicdo das vitaminas A e E presente no leite'’. No ano de 2008
diversas reportagens foram divulgadas sobre a adicdo de melamina em leite e
em formulacdes infantis na China'?. Esta substancia foi adicionada com objetivo
de aumentar a concentracdo aparente de proteina, apos realizar a diluicdo do
produto com adicdo de &gua. Esta adulteracdo resultou na hospitalizacdo de
mais de 51.000 bebés e morte de seis.

Em 2011, Souza et al.** monitoraram a possivel presenca de amido,
cloretos, formol, peréxido de hidrogénio e urina em leite. Um total de 100
amostras de leite do tipo UHT, processadas em seis diferentes estados
Brasileiros (Parand, Rio Grande do Sul, Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Minas
Gerais e Goias), foram analisadas. Os resultados mostraram que, com exce¢édo
do amido, todas as amostras apresentavam a presenca de pelo menos uma das
substéncias estudadas.

Diante deste contexto e da atual necessidade de desenvolvimento
de métodos analiticos rapidos e de baixo custo, esta tese de doutorado tem como
objetivo principal a aplicacdo da andlise de imagens digitais para deteccdo e
quantificacdo de adulteracdo em leite bovino. Atualmente, as analises de leite

séo realizadas de acordo com 0s meétodos estabelecidos na Instrucdo Normativa
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n°® 51/2002 e baseiam-se na determinacdo de algumas propriedades fisico-
quimicas do produto como: acidez, densidade, gordura, extrato seco total,
extrato seco desengordurado, indice crioscépico, entre outras. No entanto,
muitas vezes esses métodos sdo incapazes de detectar, de uma forma direta, a
autenticidade do produto. Aliado a este problema, estes testes despendem muito
tempo, consomem muitos reagentes quimicos e necessitam de equipamentos
especificos. Desta forma, o uso de imagens digitais apresenta como vantagens
sobre as demais técnicas analiticas a possibilidade do desenvolvimento de
procedimentos rapidos, robustos, ndo destrutivos, ndo invasivos com aplicacfes
automaticas e em tempo real. Para validacdo do procedimento desenvolvido, os
resultados obtidos serdo comparados com aos obtidos com as técnicas
espectroanaliticas de infravermelho (IR, do inglés Infrared) e ressonancia
magnética nuclear no dominio do tempo (RMN-DT).

Para melhor apresentacdo e compreensao dos estudos realizados, a
presente tese estd organizada em trés capitulos, sendo cada capitulo constituido
por introducdo, objetivos especificos, materiais e métodos, resultados e
discussdo e conclusdo parcial. As referéncias bibliograficas serdo apresentadas
ao final da tese.

No Capitulo 1 esta descrita todo o procedimento desenvolvido e 0s
resultados obtidos para a deteccdo e quantificacdo de adulterantes em leite
bovino a partir da aplicacdo de imagens digitais.

No Capitulo 2 serdo apresentados os resultados obtidos para a
deteccdo e quantificacdo de adulterantes em leite bovino a partir do uso de
diferentes espectrémetros portateis na regido do infravermelho.

Finalmente, no Capitulo 3 estdo expostos os resultados obtidos

com a ressonancia magnética nuclear no dominio do tempo.



Capitulo 1

Avaliacdo do uso de imagens digitais para
deteccao e quantificacéo de adulteracao em leite

bovino
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1.1. Introducéo
1.1.1. Imagem digital

Uma imagem digital é definida como uma funcdo bidimensional
f(x,y) onde x e y s@o coordenadas planas, e a amplitude de f em qualquer par de
coordenadas (x,y) é chamada de intensidade ou nivel de cinza da imagem no
referido ponto®. Em outras palavras, uma imagem digital pode ser representada
através de uma matriz de m linhas e n colunas, onde em cada posi¢do contém
um valor discreto, denominado de pixel (picture element). Pixel é definido
como 0 menor componente de uma imagem digital, que juntos formam uma
imagem inteira. De uma maneira geral, quanto maior a quantidade de pixels
presentes na imagem digital, maior seré a sua resolucéo*>*.

As imagens digitais podem ser coloridas ou monocromaticas. No
caso das imagens coloridas, as imagens RGB (abreviatura do sistema de cores
aditivas formado por vermelho (red), verde (green) e azul (blue)) sdo as que
apresentam um maior nimero de aplicacdes. Nas imagens RGB cada pixel é
representado como um tensor de dimensdo mxnx3, onde cada matriz apresenta
os valores referentes as cores primarias vermelho, verde e azul. Estas imagens
normalmente sdo de 24 bits (8 bits para cada cor), totalizando cerca de 16
milhdes de cores (256° = 16.777.216)">'°. Na Figura 1.1, tem-se a representacéo
geomeétrica do modelo de cor RGB que pode ser visto como um cubo, onde trés
de seus vértices sdo as cores primarias e outros trés as cores secundarias. O
vértice junto a origem € o preto e o mais afastado da origem corresponde a cor
branca. Neste modelo, a escala de cinza se estende através de uma linha (a

diagonal do cubo) que sai da origem (preto) até o vértice mais distante (branco).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Cor
http://pt.wikipedia.org/wiki/Vermelho
http://pt.wikipedia.org/wiki/Verde
http://pt.wikipedia.org/wiki/Azul
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Azul (0,0,1)
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Magenta (1,0,1) Branco
I any
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R
FIGURA 1.1. Cubo de cores do modelo RGB. Os pontos ao longo da diagonal
principal tém valores na escala de cinza desde a cor preta (0,0,0) na origem até

branco no ponto (1,1,1).

Outro modelo bastante utilizado para descrever as propriedades de
uma imagem é o HSV, onde H é definido como a matiz da cor (do inglés Hue,
H), S a saturacdo (Saturation, S) e V o valor (Value, V). Este modelo ¢ de
grande interesse, pois esta diretamente relacionado com a percepcdo humana de
cor'®. Matiz é um atributo associado com o comprimento de onda dominante em
uma mistura de ondas de luz. Assim, 0 matiz representa a cor dominante
percebida pelo observador. A saturacdo refere-se a pureza relativa ou
quantidade de luz branca misturada com o matiz. Ja o valor € uma propriedade
dificil de ser medida, pois esta diretamente relacionado com o brilho da cor.

Geometricamente, 0 modelo HSV ¢é definido como um triangulo de
cores como ilustrado na Figura 1.2A, o qual é obtido a partir, de um corte
transversal, no cubo de cores do modelo RGB (Figura 1.2B). Neste triangulo os
vertices contém as cores primarias e o centro corresponde a combinacéo destas

cores em iguais proporcoes.
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R

Vermelho

(A) (B)
FIGURA 1.2. (A) Triangulo de cores do modelo HSV e (B) Cubos de cores do
modelo RGB.

Vermelho

Na Figura 1.2A, o valor do H (Hue) no ponto P, corresponde ao
angulo do vetor da cor P em relacéo a cor vermelha. Assim, quando H = 0°, a
cor é vermelha, quando H = 60°, a cor é amarela, e assim por diante. O valor da
S (Saturation) no ponto P é a medida que a cor esta diluida pelo branco. Esta
propriedade é proporcional a distancia do ponto P até o centro do triangulo.
Quanto mais distante o ponto P estiver do centro do triangulo, mais saturada
serd a cor. O valor é medida em relacdo a uma linha perpendicular ao tridngulo,
passando através do seu centro. Este parametro pode ser visualizado, de forma

mais clara, na Figura 1.3.

Branco

/&
H

Vermelho

TO[BA

Preto

FIGURA 1.3. Sélido de cores do modelo HSV.
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A conversdo do modelo RGB para o0 modelo HSV ¢ facilmente obtida

através de softwares matematicos utilizando as equagfes mostradas a seguir.

V =maxR,G, B) equacéo 1.1
3 . .
S —1—m[m|n(R,G, B)] equacéo 1.2
H —cos'| H2AR-C)+(R-B)] - equagio 1.3
[R-G)*+(R-B)G-B)]

onde min e max sd8 0 menor e 0 maior valor para as cores R, G e B,

respectivamente.

1.1.1.1. Aplicagdes com imagem digital

Nas ultimas décadas, o interesse pelo uso de imagem digital vem
crescendo notavelmente e, como consequéncia, novas aplicagfes tém sido
desenvolvidas e utilizadas em diversas areas. As principais vantagens dos
procedimentos baseados no uso de imagens digitais sdo 0 baixo custo,
simplicidade, rapidez e a possibilidade de realizacdo de uma anélise in-situ.
Entre os trabalhos encontrados na literatura, destaca-se as aplicacdes na area de
controle de qualidade de alimentos como o monitoramento do processo de
producdo de paes’’, qualidade de presunto'®, determinacdo de acidez em

vinhos®®, entre outras®®*#,

Borin et al.?®

empregaram os modelos de cores RGB e HSI para
efetuar uma contagem automatica de lactobacilos em leite fermentado. No caso
do modelo HSI, I é definido como a intensidade da cor (do inglés Intensity), e é
obtido atraves da média dos valores de R, G e B. As imagens digitais, das
amostras de leite fermentado, foram obtidas utilizando um scanner de mesa e

com auxilio de ferramentas quimiométricas foi possivel estabelecer modelos de



Capitulo 1 — Imagem digital 9

calibragdo com erros inferiores a 10%, indicando o grande potencial do
procedimento desenvolvido.

Borah e Bhuyan* utilizaram o método de analise por imagens
digitais para monitorar a fermentacdo em chés. Para o desenvolvimento deste
estudo, uma camera digital, acoplada com um arranjo de iluminacdo, foi
utilizada para capturar as imagens durante o processo de fermentacdo. Os
resultados obtidos mostraram uma boa concordancia com os obtidos com o
procedimento oficial.

Antonielli et al.® aplicaram o método de analise por imagens
digitais para verificar a qualidade de pestos, um molho de massa vegetal tipico
italiano. O pesto apresenta alta variabilidade de cor, principalmente devido a
evolucgéo tecnologica (matérias-primas, processos) e a degradacdo da clorofila
durante o armazenamento. Os resultados obtidos apresentaram uma boa
correlagdo com o0s observados a partir de uma avaliacédo visual em um teste com
provadores treinados.

Van Dalen® aplicou as analises por imagens digitais para
determinacdo do tamanho de graos de arroz e a quantidade de arroz quebrado.
Neste estudo, 80 g de arroz foram divididas em fracdes de 10 g utilizando um
sistema automatico de amostragem. Estas amostras foram dispostas em uma
placa de vidro e digitalizadas em um scanner de mesa. O procedimento foi
testado com amostras de arroz branco e parboilizados, de diferentes variedades.
A partir dos resultados, concluiu-se que o procedimento desenvolvido apresenta
uma maior precisdo e menor tempo de anéalise do que o rotineiramente utilizado.

Em um trabalho semelhante, Courtois et al.?’

avaliaram o potencial da analise
por imagem para avaliar a presenca de rachaduras em grdos de arroz
parboilizado e, os resultados foram bastante satisfatorios, confirmando o

potencial do método de andlise por imagens digitais para este tipo de aplicacéo.
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1.2. Objetivos especificos

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar o desempenho
da analise por imagem digital para o desenvolvimento de um procedimento
simples, rapido e de baixo custo para a determinacdo e quantificacdo de

adulteracdo em amostras de leite bovino.

1.3. Materiais e métodos
1.3.1. Amostras

Para o desenvolvimento deste projeto, foram utilizadas amostras de
leite bovino cru, de boa qualidade. Essas amostras foram gentilmente fornecidas
pela industria de laticinios Salute, localizada na cidade de S&o Carlos, S&o Paulo
- SP.

1.3.2. Reagente e solucdes

Todos os adulterantes aplicados neste trabalho foram preparados de
modo a obter um leite adulterado com caracteristicas similares aos reportados
na literatura. A solucdo de soda caustica (NaOH) foi obtida através da
dissolucdo de hidroxido de sbédio comercial em &gua de torneira. A
concentracéo final da solucgéo foi de 10 mol/L. O adulterante soro foi preparado
a partir da dissolucdo do soro de leite doce, parcialmente desmineralizado, em
agua. Este produto foi gentilmente fornecido pela empresa Alibra, localizada da
cidade de Campinas, S&o Paulo — SP. O preparo desta solugédo foi realizado de
acordo com o protocolo sugerido pelo fabricante. A aplicacdo de soro de leite
em pé foi utilizada com o objetivo de evitar possiveis interferéncias causadas
pela utilizacdo de soro obtido a partir da producéo de queijo. O adulterante leite

sintético e urina sintética foram preparados de acordo com procedimentos

2 2
|28 .29

descritos por Sadat et al.“® e Laube et al.”, respectivamente. O leite sintético foi
obtido através da mistura de agua, uréia, detergente e 6leo. Esta combinacédo de

reagentes tem como funcdo obter uma solucdo com caracteristicas similares ao



Capitulo 1 — Imagem digital 11

do leite natural. A urina sintética foi preparada utilizando agua purificada e
produtos quimicos puros (CaCl,-2H,0, NaCl, Na,SO,, KH,PO,, KCI, NH,CI,
ureia e creatinina) com o objetivo de obter uma solugdo com propriedades
quimicas semelhantes da urina natural. A adulteracdo com &gua foi realizada
através da adicdo de agua de torneira e a adulteracdo com perdxido de
hidrogénio pela adicdo de um reagente P.A., disponivel no laboratério.

Os indicadores utilizados para na etapa de spot-test foram do tipo
acido-base, tais como: azul de bromofenol, verde de bromocresol, vermelho de
metila e 4-nitro-fenol. Na Tabela 1.1 pode-se visualizar a descricdo destes

indicadores, como a faixa de viragem e a coloracdo em meio acido e basico.

TABELA 1.1. Indicadores acido-base.

Indicadores Coremmeio Coremmeio  Faixade
acida béasico viragem

Azul de bromofenol Amarela Azul 2,8-4,6
Verde de bromocresol Amarelo Azul 3,652
Vermelho de metila Vermelha Amarela 4,2-6,3
4-nitro-fenol Incolor Amarela 50-7,0
Yamada Diferentes coloracdes a cada variacdo de pH

1.3.3. Equipamentos e acessorios

Todas as amostras foram digitalizadas em um scanner de mesa da
marca HP, modelo color laserjet CM1312 MFP. Para a aquisicdo das imagens
digitais, as amostras foram adicionadas em béqueres de 10 mL de capacidade.
Um anteparo de cor preta foi utilizado para impedir a entrada de fontes difusas
de iluminacdo, que ndo s&o provenientes do scanner, durante o processo de

digitalizacéo.

1.3.4. Preparo da amostra e digitalizacao
As amostras de leite cru foram, inicialmente, submetidas a um

processo de adulteracdo atraveés da adicdo de adgua, soda caustica, leite sintético,
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peroxido de hidrogénio, soro, leite sintético e urina sintética. Estes adulterantes
foram adicionados ao leite em diferentes proporces de modo a obter amostras
com 5, 15, 25, 35 e 50% v/v de adulteracdo (experimentos 2-6, Tabela 1.2).
Neste trabalho ainda foram analisadas amostras de leite adulteradas atraves da
adicdo de dois ou mais adulterantes. Neste caso, foi realizado um planejamento
experimental com dois niveis de adulteracdo (25 e 50% v/v, porcentagem final
de adulteracdo apos a adicdo de dois ou mais adulterantes), resultando em seis
conjuntos binarios (experimentos 7-12), quatro conjuntos terciarios
(experimentos 13-16) e um conjunto quaternario (experimento 17), como
descrito na Tabela 1.2.

No caso da adulteragdo com soda caustica, amostras de leite de boa
qualidade foram submetidas a um processo natural de degradacéo (azedamento,
resultando em um decréscimo do pH) e, em seguida, foi adicionado soda
caustica para re-estabelecer o pH original.

Apos adulteracdo, 5 mL da amostra foi transferida para um béquer
e adicionado 100 pL de indicador acido-base (Tabela 1.1), para realizacdo do
spot-test. Realizado o spot-test, imagens digitais das amostras de leite
(adulteradas e ndo adulteradas) foram obtidas no formato Joint Photographic
Experts Group (jpg) de 24 bits, com uma resolucdo de 300 dpi (dots per inch).
Estas imagens foram importadas para o MatLab (versdo 2009a) e, utilizando
uma rotina desenvolvida no laboratorio, regides de 101 x 101 pixels foram
selecionadas para cada amostra. Um arranjo de dimensdes {101,101,3}, onde o
numero 3 corresponde as matrizes das cores R, G e B foi obtido e a média dos
valores de R, G e B foi obtido. A partir destes valores, foram calculadas as
médias para as demais variaveis: luminosidade (L, definida como a soma de R,
G e B), H, S, V e os coeficientes tricromaticos r (vermelho relativo, definido
como: R/L), g (verde relativo, definido como G/L) e b (azul relativo, definido
como B/L). Ao final, para cada imagem, obteve-se um total de 10 variaveis (R,
G,B,LrgDbHSeV).


http://en.wikipedia.org/wiki/Joint_Photographic_Experts_Group
http://en.wikipedia.org/wiki/Joint_Photographic_Experts_Group
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TABELA 1.2. Descricdo dos adulterantes utilizados e a faixa de adulteracéo (% v/v), bem como o nimero de amostras obtidas

e o planejamento experimental aplicado para analise de misturas de adulterantes.

Experimento Legenda Agua Soro Leite Urina Perdxido de Numero de
sintético sintética hidrogénio amostras (n)
1 Leite sem - - - - - 135
adulterante
2 5-50 - - - - 165
3 Um adulterante - 5-50 - - - 184
4 - - 5-50 - - 156
5 - - - 5-50 - 130
6 - - - - 5-50 173
7 12,5-25 12,5-25 - - - 6
8 Dois adulterantes  12,5-25 - 12,5-25 - - 6
9 (misturas 12,5-25 - - 12,5-25 - 6
10 binarias) - 12,5-25 12,5-25 - - 6
11 - 12,5-25 - 12,5-25 - 6
12 - - 12,5-25 12,5-25 - 6
13 Trés adulterantes  8,3-17 8,3-17 8,3-17 - - 6
14 (misturas 8,3-17 8,3-17 - 8,3-17 - 6
15 terciarias) 8,3-17 - 8,3-17 8,3-17 - 6
16 - 8.3-17 8,3-17 8,3-17 - 6
17 Quatro 6,3-12,5 6,3-12,5 6,3-12,5 6,3-12,5 - 6
adulterantes
(misturas

quaternarias)
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1.3.5. Tratamento dos dados

Os dados obtidos (média dos parametros de cor: R, G, B, L, r, g, b,
H, S e V) foram analisados a partir de métodos multivariados e univariados. Os
resultados foram organizados na forma de uma matriz de dados X (n x p), com p
medidas experimentais (parametros de cor) obtidas para n amostras.

O procedimento de analise univariado foi aplicado para o
desenvolvimento de um modelo capaz de detectar a adulteracdo em leite via
adicdo de soda caustica. Para isso, uma correlacdo direta entre a média dos
parametros de cores (R, G, B, L, r, g, b, H, S e V) e a qualidade do leite (leite de
boa qualidade, azedo, e adulterado com NaOH) foi obtida. Para validagdo do
procedimento proposto, um teste t pareado, com 95% de confianca, foi aplicado.

As analises multivariadas foram realizadas no programa
computacional Pirouette (Infometrix Inc., Woodville, WA, EUA) versdo 4.0. Os
dados foram pré-processados através do autoescalamento, de forma que todas as
variaveis passam a apresentar a mesma importancia, ou seja, média zero e
desvio padrdo igual a 1. Inicialmente, uma anélise exploratéria via anélise por
componentes principais (PCA, do inglés Principal Components Analysis) foi
realizada com o objetivo de verificar a tendéncia de separacdo e/ou
agrupamento das amostras, efetuar uma selecdo de variaveis e identificar a
presenca de amostras andmalas®. Modelos de classificacdo foram
desenvolvidos com o objetivo de verificar a habilidade do procedimento
proposto em discriminar as amostras de leite de acordo: (1) com a porcentagem
de adulteracéo e (2) amostras ndo adulterada e adulterada. Esses modelos foram
obtidos através do uso das ferramentas quimiométricas de reconhecimento
supervisionado de padrdes K-ésimo vizinho mais proximo (KNN, do inglés K
nearest neighbor) e Soft independent modeling of class analogy (SIMCA). Para
obtengdo destes modelos, o conjunto de dados foi dividido em dois grupos:
calibracdo (composto por 75 % do total das amostras) e validacdo (composto

por 25 % do total das amostras). O desempenho dos modelos foi avaliado e
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comparado em termos da porcentagem de acerto das amostras do conjunto de
validacdo. No caso dos modelos obtidos com SIMCA, o desempenho dos
modelos também foi avaliado de acordo com o valor das distancias entre as

classes (ICD, do inglés interclass distance)*’. A distancia entre duas classes r e

q\2 ry2
D" = /% ~1 equacio 1.4

onde (s?)* € a variancia residual dos pontos na classe r se ajustarem ao modelo

q é definida como sendo:

da classe g e vice versa para (s;)*, calculada para todas as variaveis.

Um valor préximo de zero indica que as duas classes r e g sdo
praticamente idénticas. Valores maiores que 3,0 indicam diferencas reais™.

A estimativa da concentracdo de &gua, leite sintético, peréxido de
hidrogénio, soro e urina sintética nas amostras de leite foi determinada a partir
da calibracdo multivariada atraveés de andlise por regressdao por minimos
guadrados parciais (PLS, do inglés partial least squares) e regressao
via componentes principais (PCR, do inglés principal components regression).
Assim como para a obtencdo dos modelos de classificagdo, o conjunto de dados
foi inicialmente dividido em conjunto de calibracdo (75 %) e validacao (25 %).
O desempenho dos modelos obtidos foi avaliado a partir da comparacdo dos
valores do erro padrdo de calibracdo (SEC, do inglés standard error of
calibration), erro padrdo da validacéo cruzada (SECV, do inglés standard error
of cross validation), erro padrdo de predicdo (SEP, do inglés standard error of
prediction) e os coeficientes de correlacdo do conjunto da calibracédo (rCal) e
validacdo (rVal). Nas equacbes 1.5, 1.6 e 1.7 tem-se a definicdo de como é
obtido o valor de SEC, SECV e SEP, respectivamente.

N Y
SEC={Z”(y'_y') J equacio 1.5

N —k
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cv

N 2 V2
SECV {Z'l(l\):—'y')} equacdo 1.6

N 12\
SEP_[Z”(yI\ini) J equacio 1.7

onde N € 0 numero de amostras, y; o valor medido da amostra i e i 0 valor

previsto para a amostra i,

Na Figura 1.4 tem-se a representacdo esquematica de todo o

procedimento utilizado para obtencéo e andlise das imagens digitais.

Posigédo dos bequers

ofs ,
OO0OO0OO0OO Parametros de cores
OO

B Y | b |
G | s I g | [u
Anteparo preto :> R H r
Amostras + indicador \

MWW

11 1

Scanner comercial Média

Leite adulterado com agua, soro,
urina sintética, leite sintético e n Adulteracdo com

peroxido de hidrogénio Matriz com m amostras NaOH
=y <:I e n variaveis I:> 3
Modelos de classificagdo (média dos 10 Analise exploratéria:

(SIMCA e KNN) e parametros de cores) PCA
quantificagdo (PLS e PCR)

FIGURA 1.4. Representacdo esquematica do procedimento utilizado para a

obtencdo e anéalise das imagens digitais.

1.4. Resultados e discussao
1.4.1. Desenvolvimento de modelos de classificacdo para

discriminagdo das amostras de leite ndo adulterada e adulterada

O uso de imagem digital permitiu o desenvolvimento de modelos

de classificacdo para a discriminacdo das amostras de leite adulterado e nao
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adulterado. Como o0 processo de adulteragcdo atraves da adigdo de agua, soro,
leite sintético, peréxido de hidrogénio e urina sintética ndo resultou em
variagcOes significativas no pH, todos os indicadores listados na Tabela 1.1
foram utilizados na etapa do spot-test e, os melhores resultados foram obtidos
com o indicador azul de bromofenol.

Inicialmente foi realizada uma analise exploratoria via PCA, com 0
conjunto de dados obtidos nos experimentos 1-6 (Tabela 1.2), para avaliar
possiveis sobreposi¢cdes e/ou tendéncias de separacdo entre as amostras. A partir
do grafico de scores (Figura 1.5) observou-se 0 agrupamento das amostras de
acordo com a porcentagem de adulteragdo. Nenhuma separacdo foi obtida
baseada no tipo de adulterante utilizado no processo de adulteracdo. Ainda neste
gréfico, verificou-se uma sobreposicdo entre as classes das amostras de leite

adulteradas em 5, 15 e 25 % v/v, indicando similaridades entre as mesmas.

T
50%

5-25% . ~
Leite ndo

adulterado

PC 2 (17%)

PC 1 (77%)

FIGURA 1.5. Grafico de scores obtido com as amostras de leite ndo adulterado

e adulterado em diferentes concentragoes.
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No grafico de loadings (Figura 1.6) é possivel observar quais
varidveis sdo mais importantes para a separacdo e/ou agrupamento das
amostras. De acordo com os dados apresentados na Figura 1.6, observa-se que
as amostras de leite ndo adulterada e adulterada em 5, 15 e 25 v/v apresentaram
valores de R, G, B, V, r e g superiores aos apresentados pelas amostras

adulteradas em 35 e 50% v/v.

0.6 T T T T T T

OH
V,B |

0,4 - S

0,2 1 Ob L
— RO |
S o5 2
) 0.07 -G
N
0-0,2 4 -
o

0,4 - -

0,6 - i

Og
-0.8 T T T T T T T
-0,4 0,2 0,0 0,2 0,4

PC 1 (77 %)
FIGURA 1.6. Gréafico de loadings obtido a partir da PCA das amostras de leite

nédo adulterado e adulterado em diferentes concentragoes.

Na Tabela 1.3 tém-se os valores médios e desvios-padrdo para 0s
parametros de cores obtidos com as amostras de leite ndo adulterada e
adulterada com agua em 5, 15, 25, 35 e 50% v/v. Os resultados apresentados na
Tabela 1.3 estdo de acordo com os apresentados na Figura 1.6, onde se verifica
um decréscimo nos valores de R, G e B @ medida que ocorre um aumento na
porcentagem de adulteragdo. Este mesmo efeito foi observado para as amostras
de leite adulteradas com soro, peroxido de hidrogénio, leite sintético e urina

sintética.
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TABELA 1.3. Parametro de cor (média * desvio padrdo, n = 52) para as amostras de leite ndo adulterada e adulterada com

agua em 5, 15, 25, 35 e 50 % Vv/v.

Controle

5%

15%

25%

35%

50%

R
G3
Bs&
H=
St
Vi
r =
g=0
b=

Lo

98 +5

160+ 4

191+4
0,556 + 0,004
0,486 + 0,021
0,752 + 0,017
0,219 + 0,006
0,356 + 0,003
0,426 + 0,006

450 + 12

94 +4

156 + 5

188 £ 5
0,557 + 0,004
0,500 + 0,019
0,741 +0,018
0,215 + 0,006
0,356 + 0,003
0,430 + 0,006

439 + 12

92 +4

155+ 4

189 +5
0,559 + 0,003
0,513 + 0,018
0,742 + 0,019
0,211 + 0,005
0,355 + 0,003
0,434 + 0,006

436 + 12

90 +4

153 +4

189 + 4
0,560 + 0,003
0,525 + 0,014
0,743 + 0,017
0,208 + 0,004
0,355 + 0,003
0,438 + 0,005

433+ 11

834

147 + 4

186 + 4
0,563 + 0,005
0,549 + 0,021
0,731 +0,016
0,201 + 0,006
0,353 + 0,004
0,446 + 0,008

418 + 10

76 +5

139+5

182+ 4
0,556 + 0,004
0,582 + 0,023
0,715+ 0,017
0,191 + 0,007
0,351 + 0,004
0,458 + 0,006

398 + 13

19
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Em seguida, uma nova analise exploratéria foi realizada incluindo
as amostras adulteradas com misturas de adulterantes (experimentos 7-17,
Tabela 1.2). Os resultados obtidos mostraram a mesma tendéncia de separagédo
apresentada na Figura 1.5, com o agrupamento das amostras baseada na
porcentagem final de adulteracdo e ndo de acordo com o adulterante presente na
amostra.

Modelos de classificacdo foram obtidos com o objetivo de verificar
a habilidade do procedimento desenvolvido em classificar as amostras de
acordo com: (1) a porcentagem de adulteracdo e (2) amostras de leite
adulteradas e ndo adulteradas. Na Tabela 1.4 séo apresentados os valores de
ICD para o modelo SIMCA desenvolvido com as amostras de leite nao
adulterada e adulterada com agua, soro, leite sintético, peroxido de hidrogénio e

urina sintética com diferentes porcentagens de adulteracédo (5-50% v/v).

TABELA 1.4. Disténcia entre as classes do modelo SIMCA obtido com as
amostras de leite ndo adulterada e adulterada em 5, 15, 25, 35 e 50 % v/v.
0% 5% 15% 25% 35% 50%

0% 0

5% 2,16 0

15% 4,02 0,55 0

25% 5,99 152 0,44 0

35% 1358 6,71 3,24 1,77 0

50% 30,95 2395 14,83 1483 4,65 0

Os valores de ICD variaram de 2,16 (para o leite adulterado em 5%
v/v) até 30,95 (para o leite adulterado em 50% v/v) (Tabela 1.4), indicando a
habilidade do procedimento em discriminar as amostras de leite ndo adulterada
e adulterada quando a porcentagem de adulteracdo é maior que 5 % v/v. No

entanto, o valor de ICD entre as classes das amostras adulteradas em 5, 15 e 25
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% foi inferior a 2,0, sugerindo uma similaridade de cores entre as mesmas,
como mostrado anteriormente no grafico de scores (Figura 1.5).

Na Tabela 1.5 tém-se as porcentagens de acerto obtidas com o0s
modelos SIMCA e KNN para classificacdo das amostras de leite ndo adulterada
e adulterada em 5, 15, 25, 35 e 50% v/v. Para o desenvolvimento desses
modelos, 0 nUmero de componentes principais (PCs) variou de 4-5 e 0 nimero
de vizinhos préximos (k) foi igual a 4. A partir dos resultados apresentados na
Tabela 1.5, verificou-se um aumento na quantidade de amostras corretamente
classificadas a medida que se aumentava na porcentagem de adulteracdo. Os
melhores resultados foram obtidos com as amostras de leite ndo adulterada e
adulterada em 35 e 50% v/v (Tabela 1.5). Estes resultados fornecem conclusdes
gue estdo de acordo com os apresentados na Figura 1.5 e Tabela 1.4, onde
verificou-se uma similaridade entre as amostras de leite adulteradas em 5, 15 e
25% V/v.

TABELA 1.5. Porcentagem de acerto obtida com os modelos SIMCA e KNN
para classificacdo das amostras de leite ndo adulterada e adulterada em 5, 15,
25, 35 € 50% Vv/v.

Calibracéo (n = 733) Validacéo (n = 210)

SIMCA KNN SIMCA KNN
Leite ndo adulterado 87 90 66 80
Leite adulterado em 5 % 43 57 25 40
Leite adulterado em 15 % 46 43 34 24
Leite adulterado em 25 % 38 51 58 58
Leite adulterado em 35 % 76 77 74 67
Leite adulterado em 50 % 90 94 85 89

Modelos desenvolvidos para a discriminacdo das amostras de leite

ndo adulterado e adulterada apresentaram uma media na probabilidade de acerto
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de 82 (SIMCA) e 92% (KNN) (Tabela 1.6), o que significa que a maior parte
das amostras foi corretamente classificada em suas respectivas classes. O
numero de k e PCs utilizado no desenvolvimento destes modelos foi igual a 4 e

4-6, respectivamente.

TABELA 1.6. Porcentagem de acerto obtida com os modelos SIMCA e KNN

para classificacdo das amostras de leite ndo adulterada e adulterada.
Calibracao (n =733) Validagéo (n = 210)
SIMCA KNN SIMCA  KNN

Leite ndo adulterado 95 91 85 90
Leite adulterado 86 98 80 95

As amostras de leite adulteradas através da mistura de adulterantes
(experimentos 7-17, Tabela 1.2) mostraram resultados similares aos
apresentados na Tabela 1.6.

Estes resultados confirmaram a potencialidade do uso da analise de
Imagem digital para discriminar as amostras de leite ndo adulterada e
adulterada. No entanto, o procedimento ndo foi capaz de discriminar as
amostras de acordo com a porcentagem de adulteracdo e o tipo de adulterante
utilizado no processo de adulteracao.

Ainda neste trabalho, as amostras de leite foram submetidas a
analise quantitativa para determinacdo do teor de lactose, gordura e proteina.
Estas anélises foram realizadas no laboratorio da Clinica do Leite localizado na
cidade de Piracicaba — SP. A partir dos resultados verificou-se que, em geral, a
adicdo dos adulterantes (agua, soro, leite sintético e urina sintética) resultou em
um decréscimo na concentracdo de lactose, gordura e proteina. Como por
exemplo, o teor de proteina variou de 3,14 (leite ndo adulterado) para 1,86%
m/m (leite adulterado em 50% v/v). No entanto, a adicdo de urina sintética

resultou em um aumento na concentracdo aparente de proteina, passando para
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3,76% m/m (leite adulterado em 50% v/v). Este efeito pode ser justificado
devido a alta concentracdo de nitrogénio (proveniente da ureia) presente na
urina sintética.

De acordo com as normas estabelecidas pela legislacdo brasileira,
para que o leite possa ser comercializado, ele deve apresentar um teor minimo
de proteina de 2,9% m/m. Desta forma, de acordo com os resultados obtidos no
laboratério da clinica do leite, verificou-se uma concentracdo de proteina
inferior ao estabelecido pela legislagdo brasileira (2,9% m/m) quando a
porcentagem de adulteragdo ¢ > 15% v/v. Assim, conclui-se que o procedimento
desenvolvido pode ser utilizado para verificar a autenticidade do leite bovino,
pois possibilita a discriminacdo das amostras de leite ndo adulterada e

adulterada quando a porcentagem de adulteracao é > 5% v/v.

1.4.1.1. Discriminacdo das amostras de leite ndo adulterada e

adulterada com soda caustica

Para a identificacdo de adulteracédo via adicdo de soda caustica, as
amostras de leite de boa qualidade foram submetidas a um processo natural de
degradacéo (azedamento, resultando em um decréscimo do pH) e, em seguida,
foi adicionado soda caustica para reestabelecer o pH original. Na Figura 1.7,
tem-se a representacdo esquematica do procedimento utilizado para o
desenvolvimento deste estudo, juntamente com os valores de pH obtidos para a

amostra antes e apc')s 0 processo de azedamento.
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Leite ndo adulterado
pH=6,8-6,9

Processo de Azedamento Andlise
atétpH=4,7-5,1

PN

Analise Adicionou-se NaOH
atépH=6,8-6,9

Anélise

FIGURA 1.7. Representacdo esquematica do procedimento de preparo de

amostras para verificacdo da adulteracdo em leite bovino com soda caustica.

Devido a diferenca de pH entre as amostras de leite ndo adulterada
e azeda, procurou-se utilizar indicadores que apresentassem uma faixa de
viragem entre, aproximadamente, 4,7 a 6,8. Desta forma, o indicador utilizado
na etapa de spot-test foi o vermelho de metila (ver detalhes na Tabela 1.1).

Na Figura 1.8, tem-se o grafico dos scores para as amostras de leite
ndo adulterada (circulo), leite azedo (quadrado) e leite azedo adulterado com
NaOH (triangulos). Neste grafico é possivel visualizar a separacdo das amostras
em trés grupos distintos, sendo cada um composto pelas amostras de leite ndo
adulterado, leite azedo e leite adulterado (pH “reconstituido” através da adi¢ao
de soda caustica). A partir desta analise, verificou-se que apesar das amostras de
leite ndo adulterada e adulterada com soda caustica apresentarem o mesmo valor
de pH, devido as condi¢cdes do meio reacional serem diferentes (presenca de
acido latico, e soda caustica no leite adulterado) ¢é possivel realizar a separagédo

das mesmas.
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FIGURA 1.8. Grafico dos scores obtido com o indicador vermelho de metila
para as amostras de leite de boa qualidade (L)), leite azedo (o) e leite azedo

adulterado com mais NaOH (A).

A partir do grafico de loadings (Figura 1.9), observou-se que todas
as variaveis contribuiam para a discriminacdo das amostras de leite néo

adulteradas e adulteradas com soda caustica.
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FIGURA 1.9. Grafico de loadings das amostras de leite de boa qualidade, leite

azedo e leite azedo adulterado com mais NaOH.
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No entanto, a partir de uma analise univariada, verificou-se que a
discriminacdo das amostras poderia ser realizada utilizando somente alguns
parametros de cores. Na Tabela 1.7 tém-se os valores médios e desvios-padrdo
para 0s trés grupos de amostras (n = 8, para cada grupo). De acordo com estes
resultados, verificou-se que as maiores diferencas sdo encontradas entre as
amostras de leite de boa qualidade e leite azedo (observacgéo j& esperada). Um
teste t pareado, com um intervalo de confianca de 95%, confirmou que as
varidveis eram estatisticamente diferentes. Por outro lado, o procedimento
proposto deve ser capaz de diferenciar as amostras de leite de boa qualidade e
leite adulterado com NaOH. Na Tabela 1.7, observa-se que os parametros de
cores B, S, g e b sdo os que apresentam maiores diferencas (marcadas com dois
asteriscos) entre as amostras de leite de boa qualidade e adulterado com NaOH.
Este resultado foi confirmado ao realizar um teste t pareado, com um intervalo

de confianca de 95%.
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TABELA 1.7. Pardmetros de cor (média + desvio padrdo, n = 8) para leite de boa qualidade, azedo e adulterado com NaOH.

Amostras R G B** H S** V r g** b** L
Leite de boa
) 205+4 196+3  162+2 0,130+0,001 0,212+0,006 0,805+0,015 0,365+0,001 0,348+0,001 0,287+0,002 563+9
qualidade
Leite azedo 205+4 173+4 161+5 0,044+0,008 0,212+0,020 0,803+0,015 0,380+0,004 0,321+0,002 0,299+0,005 539+12
Leite adulterado
203+3 194+4 169+8 0,127+0,013 0,168+0,043 0,794+0,014 0,359+0,008 0,343+0,001 0,298+0,009 565+13
com NaOH
Valor de t para
amostras de leite de
1,474 0,978 2,347 0,759 2,882 1,474 2,053 13,996 3,536 0,426

boa qualidade e

adulterado*

* t tabelado = 2,145 (n = 14, com 95% de confianga).

** Cores que apresentaram maior diferencas entre as amostras de leite de boa qualidade e adulterado com NaOH.
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Assim, conclui-se que a analise univariada de imagem digital pode
ser utilizada para verificacdo da adulteracéo de leite bovino por adicdo de soda

caustica.

1.4.2. Quantificacdo de adulteracdo em leite

Modelos de calibracdo PLS e PCR foram desenvolvidos com o
objetivo de quantificar a porcentagem de adulteracdo nas amostras de leite.
Estes modelos foram construidos utilizando as imagens obtidas nos
experimentos 1-6 (Tabela 1.2), tendo como variavel dependente a porcentagem
de adulteracdo. Um Unico modelo foi obtido visto a tendéncia de agrupamento
das amostras de acordo com a concentracdo de adulterante (Figura 1.5). Ainda
com base nos resultados previamente obtidos, o indicador utilizado na etapa de
spot-test foi 0 azul de bromofenol.

Na Tabela 1.8 séo apresentados os valores de rCal, rVval, SEC,
SECV e SEP obtidos com os modelos PLS e PCR. O numero de variaveis
latentes (VL) utilizados para cada modelo foi determinado através do SECV. De
acordo com os resultados apresentados na Tabela 1.8, verificou-se que 0s
modelos apresentaram uma habilidade de predicdo muito semelhante, com
valores de rVal e rCal > 0,93 e SECV e SEP < 5,86.

TABELA 1.8. Comparacdo dos parametros estatisticos obtidos com os modelos

PLS e PCR para quantificacdo de adulterantes em amostras de leite.

Calibracao (n = 733) Validagéo (n = 210)
Método Numero rCal SEC SECV rval SEP
de fatores
PLS 4 094 584 584 0,94 5,85
PCR 3 093 584 584 0,93 5,86

Na Figura 1.10 observa-se que 0os modelos PLS (Figura 1.10 A) e

PCR (Figura 1.10 B) apresentaram uma boa correlagdo entre a porcentagem de
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adulteracdo medida e as previstas pelos modelos, tanto para as amostras do
conjunto de calibracdo (circulos negros), quanto para as amostras do conjunto
de validacdo (circulos cinzas). Estes resultados indicam que o procedimento
desenvolvido pode ser utilizado para estimar a porcentagem de adulteracdo em

leite bovino.
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FIGURA 1.10. Correlagéo entre as concentragOes reais de adulterantes presentes

nas amostras de leite e as previstas pelos modelos (A) PLS e (B) PCR.

1.5. Concluséo parcial

A partir destes resultados, conclui-se que o procedimento proposto,
guando combinada com métodos de analise multivariada, pode ser aplicado para
deteccdo de agua, soro, leite sintético, perdxido de hidrogénio e urina sintética
em amostras de leite adulteradas, quando a porcentagem de adulteracéo é > 5%
v/v. No caso da adulteracdo com soda caustica, um procedimento univariado foi
proposto, o que permitiu a discriminacdo das amostras de leite de boa qualidade
e adulterada. Os modelos de quantificacdo PLS e PCR permitiram a
quantificacdo de adulterantes em leite bovino com baixo valores de SEP (5,86%
v/v) e altos de rVal (0,93).

Ao comparar os resultados de imagens digitais com os obtidos no
laboratdrio da clinica do leite, verificou-se que o procedimento desenvolvido é

capaz de verificar se o leite estd adulterado quando a porcentagem de
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adulteracdo é > 5 % v/v, enquanto que o protocolo utilizado no laboratério da
clinica do leite é capaz de verificar que o leite esta fora das normas
estabelecidas somente ap0s uma adulteragéo de 15 % v/v.

As principais vantagens do procedimento proposto quando
comparado com os protocolos oficiais sdo reducdo no tempo e custo da analise,
pouca manipulagdo das amostras e diminuicdo na geracdo de residuos quimicos,

contribuindo desta forma para a Quimica Verde.
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Aplicacado de espectrometros de infravermelho
portateis para deteccdo e quantificacdo de

adulteracao em leite bovino
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2.1. Introducao

2.1.1. Espectrometria na regiao do infravermelho

A regido do espectro eletromagnético correspondente ao
infravermelho esta situada ap6s a regido do visivel e abrange a radiacdo com
nimeros de onda no intervalo de aproximadamente 12800 a 10 cm™ ou
comprimento de onda de 780 a 100000 nm**®. Esta regido é basicamente
dividida em trés faixas: a radiacdo no infravermelho proximo (NIR, do inglés
Near Infrared) que compreende de 12800 a 4000 cm™, a radiagdo no
infravermelho médio (MIR, do inglés Mid Infrared) de 4000 a 200 cm™ e a
radiacdo no infravermelho distante (FIR, do inglés Far Infrared) que
compreende de 200 a 10 cm™. No entanto, na literatura cientifica podem ser
encontradas divergéncias quanto ao inicio e termino de cada faixa.

A radiacdo infravermelha néo é energética o suficiente para causar
as transicoes eletronicas, desta forma, a condicdo necessaria para que ocorra
absorcdo desta radiacdo € que haja variacdo do momento de dipolo elétrico da
molécula como consequéncia de seu movimento vibracional ou rotacional. No
caso dos movimentos vibracionais, eles podem ocorrer de duas maneiras
distintas: estiramento ou deformacao. As vibragdes de estiramentos envolvem
uma mudanca continua na distancia interatdmica ao longo do eixo da ligacdo
entre dois atomos, enquanto que as vibragdes de deformacéo séo caracterizadas
pela mudanca no angulo entre duas ligagoes.

A espectrometria na regido do infravermelho tem despertado
grande interesse em diferentes areas devido a necessidade do desenvolvimento
de novos procedimentos analiticos, alternativos aos tradicionais. O uso desta
técnica, quando associada a métodos de calibracdo multivariada, tem
possibilitado o desenvolvimento de procedimentos rapidos, simples, robustos,

ndo destrutivos e ndo invasivos. Além disso, a miniaturizacdo dos


http://www.ipac.caltech.edu/Outreach/Edu/Regions/irregions.html
http://www.ipac.caltech.edu/Outreach/Edu/Regions/irregions.html
http://www.ipac.caltech.edu/Outreach/Edu/Regions/irregions.html

Capitulo 2 - Infravermelho 33

espectrometros de infravermelho permitiu a utilizacdo deste método em

aplicaces automaticas e em tempo real.

2.1.1.1. Aplicagbes com espectrometros portateis operando na

regido do infravermelho proximo e medio

A utilizacdo de espectrometros portateis € relativamente atual e,
desta forma, ndo sdo encontrados muitos estudos na literatura. Dentre 0s
procedimentos ja desenvolvidos, destaca-se o0 uso deste método para efetuar o
controle de qualidade de produtos alimenticios. As principais vantagens destes
procedimentos sdo a rapidez, simplicidade e, muitas vezes, a possibilidade de
analise em amostras intactas ou com o minimo de preparo da mesma. Como por

exemplo, Sénchez et al.*

efetuaram a caracterizacdo e o controle de qualidade
de morangos intactos através da utilizacdo de um NIR portatil. Estes mesmos
autores também desenvolveram um procedimento para determinacdo da
qualidade de nectarinas intactas®. Os parametros avaliados foram tamanho
(peso e diametro), firmeza da polpa e teor de sélidos soluveis totais.

Cayuela et al.*

utilizaram dois espectrometros portateis, operando
na regido do NIR, para monitorar a qualidade de laranjas. Quatro diferentes
variedades de laranjas foram estudadas e os parametros monitorados foram: teor
de solidos soluveis, acidez, acidez titulavel, indice de maturacdo, firmeza da
polpa, volume de suco, peso do fruto, peso da casca, cor do fruto e do suco. Os
resultados mostraram uma boa concordancia com o0s protocolos oficiais de
analises.

Zamora-Rojas et al.* verificaram o desempenho de espectrémetros
portateis para quantificacdo de gordura, proteina e umidade em amostras de
carne. As analises foram realizadas em um espectrémetro na regido do NIR e 0s
resultados indicaram que o procedimento pode ser utilizado para monitorar de

forma répida, in-situ e on-line os parametros de qualidade de carne.
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Birkel et al.*® desenvolveram um procedimento rapido para
quantificar o teor de gordura trans em éleos comestiveis. As anélises foram
realizadas em um espectrébmetro portatil na regido do MIR e os resultados
obtidos foram similares aos obtidos com espectrémetros convencionais.

Allendorf et al.*® aplicaram espectrdmetros portateis na regido do
MIR para monitorar as variagdes quimicas que ocorrem durante o processo de
oxidacdo em Oleos comestiveis e quantificar o teor de &cidos graxos. Os
resultados encontrados foram comparados com os obtidos em espectrometros de

bancada, e foi observada uma boa concordancia entre os resultados.

2.2. Objetivos especificos
Neste contexto, o objetivo desta tese doutorado foi desenvolver e
comparar 0 desempenho de diferentes espectrdmetros portateis de

infravermelho para identificacdo e quantificacdo de adulteracdo em leite bovino.

2.3. Materiais e métodos
2.3.1. Amostras

As amostras de leite bovino foram adquiridas em um supermercado
localizado na cidade de Columbus, OH, EUA. Para o desenvolvimento deste
estudo, foram adquiridas amostras de leite da mesma marca durante um periodo
de seis meses (Novembro/2011 - Maio/2012). A marca foi selecionada devida a
parceria do fabricante com o departamento de Food Science and Technology da
The Ohio State University com o fabricante. O leite utilizado foi integral e

pasteurizado.

2.3.2. Reagentes e solucdes

Os reagentes e solugdes utilizadas neste estudo foram os mesmos

descritos no capitulo 1. No entanto, neste capitulo também foram efetuados
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testes para deteccdo e quantificacdo da adulteracdo em leite atraves da adicéo de
ureia. A solucdo de ureia foi preparada a partir da dissolucdo da ureia p.a. em

agua de torneira. A concentracdo final desta solucéo foi igual a 25 g/L.

2.3.3. Preparo da amostra

As amostras de leite foram adulteradas através da adicdo de agua,
soro, leite sintético, urina sintética, ureia e peroxido de hidrogénio seguindo um
processo de diluicdo de 3 a 50% v/v. A concentracdo final dos adulterantes
também foi calculada e variou de 1,87-30 g/L para soro, 0,78-12,5 g/L para a
adulteracdo com urina sintética e ureia (concentracdo de ureia), 0,05-0,8 g/L
para a adulteracdo com leite sintético (concentracdo de ureia) e 0,009-0,15 g/L
de perdxido de hidrogénio.

Neste trabalho duas estratégias de andlises foram estudadas. Na
primeira, os espectros de IR das amostras de leite foram obtidos sem efetuar
nenhum procedimento prévio de preparo. Na segunda, as amostras de leite
foram inicialmente submetidas a um processo de extracdo da gordura, através da
mistura de leite com cloroférmio e, em seguida, o sobrenadante (fase soltvel em
agua) passou por um procedimento de secagem a vacuo. Este procedimento foi
aplicado com o objetivo de suprimir o sinal da agua nos espectros de

infravermelho.

2.3.4. Equipamentos e acessorios

2.3.4.1. Medidas de infravermelho na regido do préximo

As medidas de infravermelho da regido do proximo foram
realizadas em um espectrébmetro de bancada modelo Excalibur 3500 com
transformada de Fourier (Varian Inc., Palo Alto, CA, EUA) e em um modelo
portatil microPHAZIR no modo dispersivo (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Wilmington, MA, EUA).
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O espectrofotdmetro Excalibur 3500 com transformada de Fourier
era equipado com separador de feixe de quartzo e um detector de seleneto de
chumbo (PbSe, do inglés Lead selenide). As medidas foram realizadas no modo
de reflectancia difusa através da utilizacdo do acessorio Integrat IR™ (Pike
Technologies, Madison, WI, EUA). Para aquisicdo dos espectros, 1 mL da
amostra foi adicionado em uma placa de petri (diametro 3 mm) e, com auxilio
de um reflector de aluminio (Perkin-Elmer, Norwalk, CT, EUA), o0s espectros
de NIR foram coletados com uma resolucdo de 4 cm™, na regido espectral de
10000-4000 cm™. Um total de 64 varreduras, por espectro, foi obtido com
objetivo de aumentar a razao sinal-ruido.

O espectrofotometro microPHAZIR era equipado com uma
lampada de tungsténio e detector de arsenieto de galio e indio (InGaAs, do
inglés Indium gallium arsenide). O espectrofotdmetro ainda era equipado com
um adaptador para aquisicdo dos espectros de amostras liquidas no modo de
reflecténcia difusa. Os espectros foram coletados com uma resolucdo de 11 nm,
64 varreduras, na regido de 1600-2400 nm (6250-4170 cm™).

2.3.4.2. Medidas de infravermelho na regido do médio

As medidas de infravermelho da regido do médio foram realizadas
em dois equipamentos portateis: 4200 FlexScan (Figura 2.1 A) e Cary 630
(Figura 2.1 B) com transformada de Fourier (Agilent Technologies Inc.,
Danbury, CT, EUA). Estes equipamentos eram equipados com um separador de
feixe de PbSe, detector de sulfeto de triglicerina deuterada (DTGS, do inglés
deuterated triglycine sulfate) e interferometro de Michelson.

Os espectros de MIR obtidos com espectrometro Cary 630 foram
coletados através da utilizacdo da interface Dialpath. Com este acessorio, 0s
espectros sdo adquiridos de forma rapida sem a necessidade do preparo prévio
da amostra. Para aquisicdo dos espectros das amostras de leite ndo adulterada e

adulterada, uma aliquota da amostra foi adicionada sobre o cristal de ZnSe e o
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caminho 6tico foi fixado em 30 um. Os espectros foram coletados na regido
espectral de 4000-650 cm™, com uma resolugdo de 4 cm™' e um total de 64
varreduras, por amostra.

Para aquisicdo dos espectros com o espectrémetro 4200 FlexScan
dois procedimentos de analises foi testado. No primeiro experimento, 0s
espectros de MIR foram adquiridos através da adi¢éo direta de uma aliquota da
amostra de leite sobre o cristal de reflexdo total atenuada (ATR, do inglés
attenuated total reflexion). No segundo experimento, os espectros de MIR
foram coletados empregando o preparo de amostra citado no item 2.3.3. Para
isso, a fase soluvel em agua (obtida apos o procedimento de extracdo da
gordura) foi adicionada sobre o cristal de ATR e, em seguida, submetida a um
processo de secagem a vacuo, durante aproximadamente 1 min. Apds a
eliminacédo da agua e, consequentemente, a formacao de um filme fino de leite,
0s espectros de MIR foram obtidos no modo ATR. Em ambos os procedimentos
testados, os espectros de MIR foram coletados na regido espectral de 4000-650

cm™, com uma resolucdo de 4 cm™' e um total de 64 varreduras, por amostra.

2.3.5. Tratamento dos dados

Os espectros de NIR e MIR foram analisados com auxilio das
ferramentas quimiométicas SIMCA e PLS, mencionadas no capitulo 1. Antes de
efetuar estas analises, os espectros foram normalizados, a segunda derivada
(Savitzky-Golay, 25 pontos) foi aplicada e, entdo, os espectros foram centrados

na média.

2.4. Resultados e discussao

2.4.1. Caracterizacao dos espectros de infravermelho
Os espectros de MIR e NIR das amostras de leite ndo adulterado e

adulterado, em 50% v/v, com &gua, soro, leite sintético, urina sintética, ureia e
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peroxido de hidrogénio sdo apresentados nas Figuras 2.1 e 2.2. Inicialmente,
foram coletados os espectros de NIR e MIR das amostras de leite sem efetuar a

supressao dos sinais da agua. Estes espectros sao mostrados nas Figuras 2.1.

(A) (B)
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FIGURA 2.1. Espectros de MIR e NIR obtidos com amostras de leite nédo
adulterada e adulterada obtidas nos espectrometros: (A) NIR Excalibur 3500,
(B) MIR 4200 FlexScan, (C) MIR Cary 630 e (D) NIR microPHAZIR.

Na Figura 2.1A e 2.1B tem-se os espectros de NIR e MIR obtidos
com os espectrometros Excalibur 3500 e 4200 FlexScan, respectivamente.
Nestes espectros € possivel observar a presenca de duas bandas centradas em
3300 e 1639 cm™ (para os espectros de MIR) e 7700 e 5000 cm™' (para 0s
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espectros de NIR). Estas bandas sdo provenientes aos estiramentos/deformagdes
(MIR) e overtones/combinacdes (NIR) das ligacGes de O-H das moléculas de
4gua’®*. Na Figura 2.1C pode-se visualizar os espectros de MIR obtidos com o
espectrometro Cary 630. Nestes espectros, observa-se uma saturacdo nas bandas
de absorcéo da ligacdo de O-H (4gua) na regido de 3500-3200 e 1600 cm™. No
entanto, a utilizacdo do sistema DialPath proporcionou um aumento na
intensidade dos sinais na regido de 1600-900 cm™, onde sdo encontradas as
bandas de absorc¢do referentes aos sinais de proteinas, gordura, lactose e a regido
do fringerprint (1200-900 cm™)*. Os espectros de NIR coletado no
espectrometro microPHAZIR no modo dispersivo, apresentou somente uma
banda centrada em 2250 nm também atribuida ao sinal de O-H (banda de
combinacéo).

No entanto, nestes espectros (Figura 2.1) ndo é possivel a
visualizacdo das bandas de absorcdo dos demais constituintes presente nas
amostras de leite devido a alta concentracdo de agua (aproximadamente 80%).
Desta forma, para tentar suprimir estas bandas de absorcdo, as amostras de leite
foram submetidas a um procedimento de secagem a vacuo e, em seguida, 0S
espectros foram obtidos a partir de um filme fino de leite. Estes espectros foram
coletados no espectrometro MIR modelo 4200 FlexScan. Os resultados obtidos
podem ser visualizados na Figura 2.2 e observa-se que as maiores diferencas
entre as amostras de leite ndo adulterada e adulterada com soro, leite sintético,
urina sintética, ureia e peroxido de hidrogénio estdo localizada na regido de
1600-1200 cm™. O espectro de leite adulterado com soro apresentou duas
bandas centradas em 1635 e 1530 cm™. Essas bandas s30o provenientes dos
sinais de amida | (estiramento da ligacdo C=0) e amida Il (deformacéo angular
da ligacdo N-H e estiramento da ligacdo C-H), respectivamente®. O soro é um
subproduto na producdo de queijo e apresenta uma composi¢cdo rica em
proteinas (beta-lactoglobulina, alfa-lactoalbumina e albumina de soro bovino)*.

Devido a esta composicéo, é possivel obter uma alteracéo significativa no perfil
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dos sinais das proteinas nos espectro de MIR o que possibilita a sua distingéo
das demais amostras. Os espectros das amostras de leite adulterado com ureia,
leite sintético e urina sintética, apresentaram bandas de absorcfo em 1615 cm™
atribuida ao sinal de C=0 da ureia (CH;N,0) e em 1454 cm™ associado ao sinal
de NH," **. Devido & baixa concentracdo de peroxido nas amostras de leite, ndo
foi possivel observar nenhuma diferenca em relacdo ao espectro da amostra de
leite ndo adulterado. Nos espectros de leite adulterado com agua também nao foi
observado nenhuma variagdo quando comparado com os demais espectros. Os
espectros de MIR ainda apresentaram bandas de absorcdo em 3700-3200 cm™
associados ao estiramento da ligacdo O-H da agua, bandas de estiramento das
ligacdes C-H de lipidios em 3000-2800 e 1852 cm™, banda de absorcdo dos
grupos fosfatos (O=P-O) provenientes da caseina em 1067 cm* e inimeras
bandas de absorcdo na regido do fingerprint (1200-800 cm™) atribuidos ao
estiramento das ligacdes de C-O e C-C e deformacdo angular de C-O-C de

carboidratos*>*,
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Leite sintético

Leite ndo adulterado

T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
NUmero de onda (cm™)

FIGURA 2.2. Espectros de MIR obtidos nos espectrometro 4200 FlexScan com

amostras de leite apds serem submetidas a um processo de secagem a vacuo.
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2.4.2. Desenvolvimento de modelos de classificacdo para

discriminacao das amostras de leite ndo adulterada e adulterada

Com o0 objetivo de desenvolver modelos de classificacdo, os
espectros de NIR e MIR foram analisados através da ferramenta quimiométrica
de reconhecimento de padrdao SIMCA. Inicialmente, os modelos SIMCA foram
desenvolvidos utilizando os espectros obtidos de forma direta, ou seja, sem
aplicar a etapa de extracdo da gordura seguida da secagem a vacuo. A partir dos
resultados, verificou-se que os modelos obtidos com os espectros de MIR
apresentaram uma melhor habilidade de discriminacdo das amostras de leite ndo
adulterado e adulterado do que os obtidos com os espectros de NIR.

Na Figura 2.3, pode-se visualizar o grafico de projecdo dos
espectros das amostras de leite coletados no espectrometro portatil NIR modelo
microPHAZIR, na regido de 1600-2400 nm. Este modelo foi desenvolvido
utilizando as amostras de leite ndo adulterada e adulterada com agua, soro, leite
sintético, urina sintética, ureia e peroxido de hidrogénio, em diferentes

porcentagens de adulteracdo (3,12-50 % v/v).
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FIGURA 2.3. Grafico de projec@es das classes obtido com os espectros de NIR

coletados no espectrometro microPHAZIR.
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No grafico apresentado na Figura 2.3, é possivel observar que a
utilizacdo do espectrémetro portatil NIR modelo microPHAZIR permite a
separacdo das amostras em dois grupos, sendo o0 primeiro composto pelas
amostras de leite ndo adulterada e adulterada em 3,12, 6,25, 125e 25 % vive, 0
segundo, composto pelas amostras de leite adulteradas em 50%. No grafico de
pesos (Figura 2.4) é possivel observar que as principais variaveis responsaveis
pela formacdo do agrupamento observado no grafico de escores (Figura 2.3) sdo
1902 nm (5257 cm™), que esta localizada na porcdo negativa do grafico, e 2200
nm (4545 cm™), na porgdo positiva do grafico de pesos. Do ponto de vista
quimico, estes sinais sdo associados aos overtones/combinacdes das ligacdes de

O-H das moléculas de agua.
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FIGURA 2.4. Grafico de pesos da PC1l obtido com os espectros de NIR

coletados no espectrometro microPHAZIR.

Modelos de classificacdes SIMCA foram desenvolvidos utilizando
um numero de PCs de 3-5. O valor de ICD obtidos entre as amostras de leite
nédo adulterado e adulterado foi igual a 0,7, indicando que o procedimento néo é
capaz de discriminar as amostras de leite ndo adulterada e adulterada. Também

foram calculados os valores de ICD entre as amostras de leite ndo adulterada e
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adulterada em 3,12, 6,25, 12,5, 25 e 50% v/v. Os valores obtidos confirmaram
os resultados apresentados na Figura 2.3, com ICD > 3,0 somente para as
amostras adulteradas em 50% v/v. A validacdo do modelo foi realizada a partir
de um conjunto de validagao externa, e a porcentagem de acerto foi de 80 (leite
nédo adulterado) e 56 % (leite adulterado), o que significa que aproximadamente
metade das amostras de leite adulterada ndo foram corretamente classificadas.

Em sequida, avaliou-se o desempenho do espectrometro NIR
modelo Excalibur 3500 para o desenvolvimento de modelos de classificacédo
para discriminagdo das amostras de leite ndo adulterada e adulterada. A partir do
grafico de scores (resultado ndo apresentado), verificou-se que as amostras
apresentavam uma tendéncia de agrupamento de acordo com o dia de analise.
Este resultado pode ser justificado pela ndo homogeneidade do leite que causa
espalhamento da radiacdo atraves das pequenas particulas de gordura e micelas
de caseina presentes no mesmo. Desta forma, os dados obtidos com este
espectrometro ndo foram utilizados para o desenvolvimento de modelos de
classificacao.

Modelos de classificagdo obtidos com os espectros de MIR
coletados nos espectrometros 4200 FlexScan e Cary 630 apresentaram uma boa
separacdo entre as amostras de leite ndo adulterada e adulterado. Na Figura 2.5
tem-se a projecdo dos espectros das amostras de leite obtidos com o
espectrometro MIR modelo 4200 FlexScan. Neste grafico é possivel observar
uma tendéncia na separacdo entre as amostras de leite ndo adulteradas e

adulteradas.
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FIGURA 2.5. Grafico de projecdes das classes obtido com os espectros de MIR

coletados no espectrometro 4200 FlexScan.

A partir do grafico de pesos (Figura 2.6) verificou-se que as
variaveis com nimero de onda proximo de 1613, 1633, 1972 e 1679 cm™ s&o as
gue mais contribuem para a separacdo das amostras na PC2. Estas bandas de
absorcdo sdo provenientes aos sinais das proteinas (estiramento da ligacdo de

C=0 e C-H e deformacéo angular da ligacdo N-H).

0’3 T T T T T
1633

0.2 1679 }
R 01 ]
o
3
N
13
§ 00

-0’1 - -

1613 1672
_0‘2 T T T T T
1200 1300 1400 1500 1600 1700 180C

NGmero de onda (cm™)

FIGURA 2.6. Grafico de pesos da PC2 obtido com os espectros de MIR
coletados no espectrometro 4200 FlexScan.
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Modelos de classificagdo SIMCA foram desenvolvidos utilizando
um nGmero de PCs de 2-6 e a regifo espectral de 900-1800 cm™. O valor de
ICD obtido entre as classes das amostras ndo adulteradas e adulteradas foi igual
a 1,47, indicando similaridades entre os espectros. Este resultado foi confirmado
com a validacdo do modelo, obtendo-se uma porcentagem de acerto de 47 (leite
ndo adulterado) e 95 % (leite adulterado).

Na Figura 2.7 tem a projecdo dos espectros das amostras de leite
obtidos com o espectrometro MIR modelo Cary 630. Neste grafico é possivel
observar a separagdo das amostras de acordo com a porcentagem de
adulteracdo. No caso da adulteracdo em 50 % v/v, ainda foi possivel observar
uma tendéncia de separacdo de acordo com o adulterante utilizado no processo
de adulteracdo. As variaveis responsaveis por esta separacdo sdo apresentadas
no grafico de pesos (Figura 2.8) e estdo diretamente relacionadas aos sinais
encontrados na regido do fingerprint referentes aos estiramentos das ligagdes de

C-0O e C-C e deformacéo angular de C-O-C de carboidratos.
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FIGURA 2.7. Grafico de projecdes das classes obtido com os espectros de MIR

coletados no espectrometro Cary 630.
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FIGURA 2.8. Gréafico de pesos da PC1 obtido com os espectros de MIR

coletados no espectrometro Cary 630.

Modelos de classificagdo SIMCA foram obtidos utilizando um
nimero de PCs de 4-5 e a regido espectral de 1300-900 cm™. A partir dos
resultados, verificou-se que o procedimento proposto permite classificar as
amostras ndo apenas de acordo com a presenca de adulterante, mas também de
acordo com a porcentagem de adulteragéo. O valor de ICD entre as amostras de
leite ndo adulterada e adulterada foi > 4,0, permitindo a discriminacdo das
amostras quando a porcentagem de adulteracdo é maior que 6,25 %. Também
foram calculados os valores de ICD entre as amostras de leite ndo adulterada e
adulterada em 6,25, 12,5, 25 e 50% v/v e, os valores variam de 2,6 (para a
menor porcentagem de adulteracdo) até 14,4 (para a maior porcentagem de
adulteracdo). Este modelo foi validado a partir da validacdo externa e, a
porcentagem de acerto foi de 100 %.

Ao comparar os resultados obtidos com os dois espectrometros
MIR, verificou-se que o sistema de DialPath apresentou um melhor

desempenho para classificacdo de leite adulterado quando comparado com o
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sistema de ATR. O modelo de classificacdo obtido com o espectrometro Cary
630 também foi superior ao obtido com as imagens digitais (Capitulo 1).

Em seguida, foi desenvolvido o modelo de classificacdo com 0s
espectros das amostras de leite submetidas a um processo de secagem a VAcuo.
Estes espectros foram coletados no modo de ATR utilizando o espectrometro
MIR modelo 4200 FlexScan. Na Figura 2.9 tem-se o grafico de projecdo das
classes para as amostras de leite ndo adulterada e adulterada. Neste grafico,
observa-se que o procedimento desenvolvido permitiu a discriminacdo das
amostras de leite ndo adulterada e adulterada de acordo com o adulterante
utilizado no processo de adulteracdo. No entanto, o0 modelo nédo foi capaz de
discriminar as amostras de leite adulteradas com leite sintético, ureia e urina
sintética. Este comportamento pode ser justificado pela presenca de ureia nas

solugOes de urina e leite sintético.
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FIGURA 2.9. Grafico de projecdes das classes obtido com os espectros de MIR
coletados no espectrémetro 4200 FlexScan com as amostras de leite submetidas

a um processo de secagem a vacuo.

A partir do grafico de pesos (Figura 2.10) verificou-se que as

variaveis com nimero de onda na regido de 1550-1670 cm™ sdo as que mais
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contribuem para a separagdo das amostras tanto na PC1 quanto na PC2. Nesta
regido sdo encontradas as bandas de absorcdo das proteinas (estiramento da
ligacdo de C=0 e C-H e deformacéo angular da ligacdo N-H das proteinas) e da

ureia (estiramento da ligagao de C=0).
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FIGURA 2.10. Grafico de pesos da PC1 e PC2 obtido com os espectros de MIR
coletados no espectrémetro 4200 FlexScan com as amostras de leite submetidas

a um processo de secagem a VAcuo.

Modelos de classificacdo SIMCA foram desenvolvidos utilizando a
regido espectral de 1800-1450 cm™. O nlmero de PCs utilizados para o
desenvolvimento desses modelos variou de 3-6. Na Tabela 2.1 tém-se os valores
de ICD obtidos entre as amostras de leite ndo adulterado e adulterado com soro,
perdxido de hidrogénio e leite sintético. Estes valores variaram de 2,7 até 8,7,
indicando a habilidade do procedimento desenvolvido em discriminar as
amostras de leite adulterada com leite sintético, soro e peroxido de hidrogénio
com concentracgdes superiores a 0,05 g/L (3,12 % v/v), 7,5 g/L (12,5 % viv) e
0,018 g/L (6,25 % v/v), respectivamente. Para as amostras de leite adulteradas
com ureia e urina sintética o modelo apresentou um elevado poder de

discriminacdo, permitindo a classificagio das amostras para todas as
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concentragOes estudadas. Ainda na Tabela 2.1, verificou-se que os valores de
ICD entre as amostras de leite adulteradas com leite sintético, urina sintética e
ureia eram < 2,0, confirmando o resultado apresentado na Figura 2.9. O
procedimento desenvolvido ndo foi possivel discriminar as amostras de leite

adulteradas com agua.

TABELA 2.1. Valores de ICD entre as amostras de leite ndo adulterada e
adulterada com soro, leite sintético, urina sintética, ureia e perdxido de
hidrogénio apods supressdo do sinal da agua. Estes espectros foram coletados no

espectrometro MIR modelo 4200 FlexScan.

Leitendo  Soro Leite Urina Ureia Peroxido de
adulterado sintético sintética hidrogénio
Leite ndo adulterado 0,00
Soro 8,66 0,00
Leite sintético 2,68 9,42 0,00
Urina sintética 4,79 9,60 1,83 0,00
Ureia 3,65 8,61 1,64 0,48 0,00
Peroxido de 2,69 6,14 3,40 5,31 5,15 0,00

hidrogénio

O modelo foi validado atraves da utilizacdo de um conjunto de
validacdo externa e os resultados obtidos apresentaram uma média na
porcentagem de acerto de 98 %. Nenhuma amostra adulterada foi classificada
como néo adulterada. Estes resultados confirmam a habilidade do procedimento
em classificar as amostras de leite ndo apenas em adulterada e ndo adulterada,

mas também de acordo com o adulterante utilizado no processo de adulteracao.

2.4.3. Quantificacéo de adulteracao em leite
Modelos de quantificacdo foram desenvolvidos utilizando a mesma
regido espectral aplicada para o desenvolvimento dos modelos de classificagéo,

empregando como variavel dependente o valor da porcentagem de adulteracédo



Capitulo 2 - Infravermelho 50

(para os espectros obtidos de forma direta) e a concentracao do adulterante (para
0s espectros obtidos a partir da supressdo do sinal da agua).

Na Tabela 2.2 tém-se a comparacdo dos valores de SEC, SECV e
SEP obtidos com os modelos de PLS. De acordo com os dados apresentados,
verifica-se que, de uma maneira geral, os modelos desenvolvidos com os
espectros de MIR apresentaram uma melhor habilidade de predicdo do que o0s
desenvolvidos com os espectros de NIR. Para os modelos desenvolvidos
utilizando os espectros de MIR, obtidos a partir da analise direta, 0s menores
valores de SECV e SEP apresentaram valores de SECV e SEP < 0,83% v/v. Os
modelos desenvolvidos com os espectros de MIR, obtidos a partir de um filme
fino de leite, apresentaram valores de SEP da ordem de 1,18 g/L (1,97 % v/v)
para soro, 0,009 g/L (3,12 % v/v) para peroxido de hidrogénio, 0,028 g/L (1,74
% v/v) para leite sintético, 0,412 g/L (1,65 % v/v) para urina sintética e 0,232
g/L (0,93 % v/v) para ureia (Tabela 2.2).
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TABELA 2.2. Comparacgéo dos parametros estatisticos dos modelos PLS obtidos com os diferentes espectrometros portateis

de infravermelho.

NUmerode NuUmero de SEC SECV SEP rCal rval

amostras fatores

NIR MicroPHAZIR* (1600 - 2400 nm)

744 5 4,63 4,69 4,74 0,92 0,92
MIR Cary 630" (1300-900 cm™)

372 4 0,74 0,76 0,83 0,98 0,98
MIR FlexScan” (1800-900 cm™)

837 5 4,05 4,12 4,18 0,94 0,92
MIR FlexScan” (1800-1450 cm™)
Soro 90 5 1,73 1,93 1,97 0,98 0,98
Peroxido de hidrogénio 90 4 2,77 3,12 3,12 0,96 0,94
Leite sintético 90 5 1,47 1,68 1,74 0,98 0,98
Urina sintética 90 4 1,33 1,46 1,65 0,98 0,98
Ureia 90 5 0,70 0,84 0,93 0,98 0,98
MIR FlexScan™ (1800-1450 cm™)
Soro 90 5 1,03 1,16 1,18 0,98 0,98
Peroxido de hidrogénio 90 4 0,008 0,009 0,009 0,96 0,94
Leite sintético 90 5 0,023 0,027 0,028 0,98 0,98
Urina sintética 90 4 0,333 0,364 0,412 0,98 0,98
Ureia 90 5 0,175 0,210 0,232 0,98 0,98

* modelos obtidos utilizando como variavel dependente os valores de porcentagem de adulteracdo (% v/v);
** modelos obtidos utilizando como variavel dependente os valores de concentracdo do adulterante (g/L).
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Na Figura 2.11 tem-se o grafico de correlacdo entre os valores
medidos versus os previstos pelo modelo PLS. Este modelo foi obtido com os
espectros de MIR coletados no espectrometro Cary 630. Neste grafico, é
possivel observar uma alta correlacdo entre os dados, tanto para o conjunto de

calibracédo quanto para o conjunto de validacéo.
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FIGURA 2.11. Grafico de correlacdo entre as porcentagens de adulteracéo reais
presentes nas amostras de leite e as previstas pelo modelo PLS. Modelo obtido

espectrometro MIR modelo Cary 630.

Na literatura foram encontradas algumas aplicacbes do meétodo de
NIR para verificar a autenticidade de leite bovino. Kasemsumran et al.*
desenvolveram um procedimento para deteccdo de agua e soro via PLS. Os
valores de RMSEP obtidos foram iguais a 2,17 % v/v (para agua) e 2,44 g/L

(para soro). Jha et al.*’

aplicaram o método de NIR para detec¢do de ureia em
leite bovino e o valor de SEP obtido foi igual a 7,8 g/L. Desta forma, verifica-se
que os modelos desenvolvidos neste trabalho apresentaram uma melhor

habilidade de predicdo do que os descritos na literatura.


http://www.scielo.br/scielo.php?pid=s0100-40422007000200020&script=sci_arttext#figura4
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2.5. Conclusao parcial

De acordo com os dados apresentados neste capitulo é possivel
concluir que os procedimentos desenvolvidos com o método MIR podem ser
utilizados para efetuar a classificacdo e quantificacdo de adulteracdo em leite
bovino, com elevado poder de discriminacéo e predigéo.

A aquisicdo de espectros de MIR com a supressao do sinal da agua
permitiu o desenvolvimento de um procedimento analitico capaz de classificar
as amostras de leite de acordo com o adulterante utilizado no processo de
adulteracdo. Por outro lado, os modelos obtidos a partir da analise direta do leite
possibilitou a classificagdo das amostras de acordo com a concentragdo do
adulterante.

Os resultados obtidos com o0s modelos de quantificagdo
apresentaram uma melhor habilidade de predicdo quando comparado com oS
encontrados na literatura. Modelos de PLS obtidos a partir da anélise direta de
leite apresentaram valores de SECV e SEP < 1 % v/v. Para os modelos obtidos
com os espectros de MIR, com a supressdo do sinal da dgua, os valares de SEP
foram da ordem de 1,18 g/L (1,97 % v/v) para soro, 0,009 g/L (3,12 % v/v) para
peréxido de hidrogénio, 0,028 g/L (1,74 % v/v) para leite sintético, 0,412 g/L
(1,65 % v/v) para urina sintética e 0,232 g/L (0,93 % v/v) para ureia

Estes métodos apresentam como principal vantagem a féacil

implementacdo para analises in-situ e on-line.
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3.1 Introducéo

3.1.1. Ressonancia magnética nuclear no dominio do tempo

A ressonancia magnética nuclear (RMN) baseia-se na medida da
absorcdo de radiacdo eletromagnética na regido de radiofrequéncia de,
aproximadamente, 4 a 900 MHz*. Diferentemente das demais técnicas
espectroanaliticas (infravermelho, ultravioleta e absorcdo atémica), na RMN o0s
nucleos dos atomos estdo envolvidos no processo de absorcdo da radiacgéo.

A base tedrica da RMN foi proposta por Wolfgang Pauli, em 1924,
ao constatar que certos nucleos atdmicos apresentavam propriedades
magnéticas, ou Seja, comportavam-se COmMO pequenos IMas e que,
consequentemente, a exposicdo destes a um campo magnetico deveria levar a
um desdobramento de seus niveis de energia*®. No entanto, foi apenas em 1946
que os fisicos Felix Bloch e Edward Purcell demonstraram que 0s nucleos
absorviam radiacdo eletromagnética quando expostos a um campo magnético
intenso, como consequéncia do desdobramento de niveis de energia®. Contudo,
a técnica de RMN teria um grande avanco quando Packard e outros assistentes
de Bloch obtiveram um espectro de hidrogénio composto por trés sinais para
uma amostra de etanol. Este experimento veio indicar um dos aspectos mais
importantes da RMN: nucleos iguais, mas em ambientes quimicos diferentes,

849 Este efeito foi

absorvem energia em radiofrequéncias diferentes
denominado de deslocamento quimico. Pouco tempo apds esta descoberta, ja
eram produzidos e comercializados os primeiros espectrometros de RMN, e
desde entdo, a RMN vem se desenvolvendo de forma répida e continua,
apresentando aplicacdes nas mais diversas areas*®>"*.

Nas ultimas décadas, os espectrdmetros de baixo campo vém sendo
gradualmente inseridos nos laboratorios de desenvolvimento e controle de
qualidade. Estes espectrometros normalmente utilizam imas permanentes de

baixo campo magnético, abaixo de 0,5 T (20 MHz para *H), e sdo aparelhos de
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pequeno porte, muitas vezes de bancada, de baixo custo e facil operacdo. As
principais vantagens dos espectrdmetros de baixo campo sobre os métodos
convencionais de analise sdo: rapidez da andlise, ndo destruicdo da amostra,
facil execucdo e possibilidade de se realizar analises sem preparo da amostra.
No entanto, apesar destes aspectos positivos, a baixa sensibilidade destes
espectrometros restringe seu uso em analises de substancias quimicas com
isétopos de alta abundancia natural e grande constante magnetogirica, tais como
o 'H. Ainda neste tipo de equipamento, o deslocamento quimico ndo é
observado e o0s sinais sdo obtidos no dominio do tempo através do
monitoramento dos tempos de relaxacdo transversal (T,) e longitudinal (T,).
Devido a esta caracteristica dos sinais, este método é conhecido como

ressonancia magnetica nuclear no dominio do tempo (RMN-DT).

3.1.1.1. Aplicacbes da RMN-DT

A RNM-DT vem sendo largamente aplicada em diversas anélises
na quimica analitica, especialmente na industria alimenticia. Povlsen et al.>
aplicaram a RMN-DT para determinacdo de propriedades sensoriais em batatas.
Os parametros analisados foram: dureza, umidade, granulagéo, entre outros. Os
resultados obtidos com RMN-DT apresentaram uma boa correlacdo com 0s
obtidos através de analises sensoriais realizadas via painel de provadores.

Jepsen et al.>*

empregaram a RMN-DT como um método alternativo para
determinacdo simultdnea de agua e Oleo em amostras de peixes. Para o
desenvolvimento deste estudo, foram utilizadas amostras de salmao e bacalhau e
os resultados obtidos foram comparados com o método padrdo de anélise.
Pereira et al.”> desenvolveram um procedimento simples e rapido
para determinacdo do teor de umidade em amostra de carne bovina. A partir dos
resultados, verificou-se que a RMN-DT, quando combinada com ferramentas
quimiométricas, pode ser aplicada para determinacdo direta do teor da umidade

em amostras de carne bovina, sem a necessidade de efetuar qualquer
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procedimento de preparo na amostra. Ainda neste estudo, verificou-se que as
analises poderiam ser realizadas em amostras intactas, sem a necessidade de
abrir as embalagens.

Em particular nas anélises de laticinios, Hiirlimann et al.>® e Song

et al.>’

desenvolveram um procedimento rapido e robusto para determinacgéo de
agua e gordura em amostras de leite, iogurte e queijo. As amostras foram
analisadas atraves da correlacdo dos valores de T,-T; e difusdo-T,. De acordo
com os resultados obtidos, verificou-se que o0s espectros das amostras de leite
apresentavam somente um sinal de *H referente ao sinal da 4gua. Por outro lado,
as amostras de iogurte e queijo apresentavam dois sinais, sendo 0 primeiro
referente ao 'H da 4gua e o segundo ao 'H da gordura. Em outro trabalho,

Salomonsen et al.*®

aplicaram medidas de RMN-DT para estudar a mobilidade
da agua em bebidas lacteas acidificadas de diferentes composicdes. Neste
trabalho, observou-se uma variagdo nos valores de T, de acordo com a

concentracdo de pectina e o tipo de proteina presente nas bebidas.

3.2. Objetivo especifico
Neste contexto, 0 objetivo deste estudo foi verificar a
potencialidade da RMN-DT para efetuar a deteccdo e quantificacdo de

adulteracdo em leite bovino.

3.3. Materiais e métodos

3.3.1. Amostras utilizadas

As amostras utilizadas neste estudo foram as mesmas descrita no

capitulo 1.
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3.3.2. Reagente e Soluc6es

Os reagentes e solugdes utilizados neste estudo foram 0s mesmos

descritos no capitulo 1.

3.3.3. Preparo da amostra

As amostras de leite foram adulteradas de acordo com o

procedimento descrito no capitulo 1.

3.3.4. Equipamentos e acessorios

As medidas de RMN-DT foram realizadas no espectrometro SLK-
IF-1399 (Spinlock Magnetic Resonance Solution, Cordoba, Argentina). As
curvas de T, foram obtidas através da sequéncia de pulso CPMG (Carr—Purcell-
Meiboom-Gill) mostrada na Figura 3.1 que consiste da aplicacédo de um pulso
de 90 graus, seguido por um tempo 1. Apos esse tempo, aplica-se um pulso de
180 graus, que gera um eco a 2t do primeiro pulso. Com as repeticGes desses
pulsos de 180 graus a cada 2t, gera-se um sinal de RMN cujo centro de cada
eco resulta de um decaimento exponencial com constante de tempo igual a T, da

amostra, independente da ndo-homogeneidade de campo.
90° ~ 180° ~
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FIGURA 3.1. llustracdo da sequéncia de pulso CPMG.

Para aquisicdo das curvas de relaxamento de T, via CPMG,

aplicou-se um pulso de radiofrequéncia de 90° de 16 ps, T = 400 ps e n; = 4.
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Antes de efetuar cada medida, esperou-se um tempo de 15 s para que toda

magnetizacdo retornasse a condicdo de equilibrio térmico.

3.3.5. Tratamento dos dados

As curvas de relaxamento de T, foram analisadas através de
métodos multivariados e univariados. As analises multivariadas foram
realizadas com o auxilio das ferramentas quimiométricas listadas no capitulo 1.
Antes de efetuar a analise dos dados, as curvas de relaxamento de T, foram
normalizadas e centradas na média.

Para as analises univariadas, os valores de T, foram obtidos a partir
de um ajuste monoexponencial nas curvas de relaxamento de T, utilizando o
software Origin 8.1 (OriginLab, Northampton, MA, EUA). Em seguida,
efetuou-se a correlagdo entre os valores de T, e a porcentagem de adulterante
presente nas amostras de leite. Para validacdo do procedimento proposto, um

teste t pareado, com 95% de confianca, foi aplicado.

3.4. Resultados e discussao

3.4.1. Analise multivariada

As analises multivariadas foram realizadas utilizando as curvas de
relaxamento de T, obtidas através da sequéncia de pulsos CMPG. Na Figura 3.2
tem-se um exemplo de uma curva de T,, obtida com uma amostra de leite de

boa qualidade.
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FIGURA 3.2. Curva de relaxamento de T, obtidas através da sequéncia de

pulsos CPMG para uma amostra de leite bovino de boa qualidade.

Inicialmente, uma analise exploratéria foi realizada com as
amostras de leite ndo adulterada e adulterada com agua, soro, leite sintético,
urina sintetica, ureia e peréxido de hidrogénio em 5, 15, 25, 35 e 50% v/v
(dados coletados nos experimentos 1-6, Tabela 1.2). Para fins ilustrativos, os
resultados obtidos serdo apresentados em dois graficos de scores: (1) obtido
com as amostras de leite ndo adulterada e adulterada com agua, soro, leite
sintético e urina sintética em 5, 15, 25, 35 e 50% v/v (Figura 3.3) e (2) obtido
com as amostras de leite ndo adulterada e adulterada com peroxido de
hidrogénio de 5-50% v/v (Figura 3.4).

Na Figura 3.3 é possivel observar o agrupamento das amostras de
acordo com a porcentagem de adulteracdo. Nenhuma separacdo foi obtida entre
os diferentes adulterantes utilizados no processo de adulteracdo. Esta mesma
tendéncia de separacdo foi observada nos procedimentos desenvolvidos por
analise de imagens digitais (Figura 1.5) e através do uso do espectrdmetro

portétil de infravermelho na regido do médio (Figura 2.7).
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FIGURA 3.3. Grafico de scores para amostras de leite ndo adulteradas e

adulteradas com agua, soro, urina sintético e leite sintético.

Para as amostras adulteradas com peroxido de hidrogénio,
verificou-se uma variacdo na tendéncia de agrupamento, como mostra a Figura

3.4.
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FIGURA 3.4. Grafico de scores para amostras de leite ndo adulteradas e

adulteradas com perdxido de hidrogénio.
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Esta variagdo no agrupamento das amostras adulteradas com
perdxido de hidrogénio pode ser justificada devido a alteracao nos valores de T,
causada pela formacéo/liberacdo de oxigénio apds a adicdo de perdxido de
hidrogénio. O oxigénio € considerado um agente paramagnético que faz com
que os nucleos de *H relaxem mais rapidamente, ou seja, diminui o valor de T».

Em seguida, uma nova analise exploratoria foi realizada incluindo
as amostras de leite adulteradas com dois ou mais adulterantes (experimentos 7-
17, Tabela 1.2). A tendéncia de agrupamentos destas amostras foi a mesma
obtida com o procedimento de analises por imagens digitais (capitulo 1), com o

agrupamento de acordo com a porcentagem final de adulteracao.

3.4.1.1. Desenvolvimento de modelos de classificacdo para

discriminacado das amostras de leite ndo adulterada e adulterada

Modelos de classificagdo foram desenvolvidos para verificar o
potencial da RMN-DT em discriminar as amostras de leite de quanto a
porcentagem de adulteracdo e a presenca de adulterante. Para a construcéo
destes modelos, utilizou-se o conjunto de dados obtidos nos experimentos 1-5
(Tabela 1.2). As amostras de leite adulteradas com peroxido de hidrogénio nédo
foram utilizadas devido as variacGes nos valores de T,, observadas na Figura
3.4.

Na Tabela 3.1 tém-se os resultados obtidos com os modelos
SIMCA e KNN para a as amostras de leite ndo adulterada e adulterada em 5, 15,
25, 35 e 50% v/v. Ao comparar 0 desempenho estatistico destes modelos,
verificou-se que ambos apresentaram uma habilidade de discriminagdo muito
semelhante, com a média do nimero de amostras corretamente classificadas,
expressas em porcentagem de acerto, > 90 e 88% para SIMCA e KNN,
respectivamente. Esta mesma habilidade de classificacdo foi obtida com os

modelos desenvolvidos para discriminar as amostras de leite quanto a presenca
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de adulterante (Tabela 3.2). De acordo com o0s resultados apresentados na
Tabela 3.2, verificou-se que o modelo SIMCA apresentou uma melhor
habilidade de discriminagdo quando comparado com o0 modelo KNN, com uma

média na porcentagem de amostras corretamente classificadas superior a 95%.

TABELA 3.1. Porcentagem de acerto obtida com os modelos SIMCA e KNN
para classificacdo das amostras de leite ndo adulterada e adulterada em 5, 15,
25, 35 € 50% v/v.

Calibracao (n = 149) Validagéo (n =51)

SIMCA KNN SIMCA KNN
Leite n&o adulterado 100 80 87 75
Leite adulterado em 5 % 100 100 100 100
Leite adulterado em 15 % 100 96 88 88
Leite adulterado em 25 % 100 100 88 88
Leite adulterado em 35 % 100 100 80 80
Leite adulterado em 50 % 100 100 100 100

TABELA 3.2. Porcentagem de acerto obtida com os modelos SIMCA e KNN

para classificacdo das amostras de leite ndo adulterada e adulterada.

Calibracéo (n = 149) Validagéo (n =51)

SIMCA KNN SIMCA KNN
Leite ndo adulterado 100 83 90 70
Leite adulterado 100 96 100 91

Estes resultados confirmam o potencial da RMN-DT em
discriminar as amostras de leite ndo apenas em adulterada e ndo adulterada, mas

também de acordo a porcentagem de adulteracdo.
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3.4.1.2. Quantificacdo de adulteracdo em leite

Para o desenvolvimento do modelo de quantificagéo foi empregada
a ferramenta quimiométrica PLS, utilizando-se como variavel dependente a
porcentagem de adulteracdo. O modelo de PLS foi obtido atraves do uso das
curvas de T, obtidas nos experimentos 1-5 (Tabela 1.2). Como pode ser
observado na Tabela 3.3, 0 modelo apresentou uma boa habilidade de predicao,
com um baixo valor de SEP (< 1,73) e alto valor de rVal (> 0,99).

TABELA 3.3. Pardmetros estatisticos obtidos com o modelo PLS para

quantificacdo da porcentagem de adulteracdo em leite bovino.

Calibracao (n = 149) Validacéo (n =51)
Método  NUmerode rCal SEC SECV rval SEP
fatores
PLS 2 099 134 1,71 0,98 1,73

Na Figura 3.5 tem-se o grafico de correlacdo entre a porcentagem
de adulteracdo medida e a prevista pelo modelo PLS. Neste grafico, observa-se

uma alta correlacdo entre os dados, indicando a eficiéncia do procedimento

proposto.
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FIGURA 3.5. Correlacéo entre a porcentagem de adulteracdo medida e prevista

pelo modelo PLS para o conjunto de calibracéo e validacéo.
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3.4.2. Analise univariada

Dados publicados na literatura propdem que o0s decaimentos

transversais das amostras de leite sio monoexponencial®>>">

com obtencédo de
um Unico valor de T,, referente ao sinal de *H da agua livre. Neste contexto, um
procedimento univariado foi proposto para efetuar a classificagdo e
quantificacdo das amostras de leite adulterada e ndo adulterada.

Na Figura 3.6 tém-se as curvas de CPMG das amostras de leite ndo
adulterada e adulterada com &gua em 5, 15, 25, 35 e 50% v/v. Nesta figura,
observa-se que o decaimento do sinal torna-se mais longo com o aumento da
porcentagem de adulteracdo, indicando um aumento nos valores de T, com o

aumento da taxa de adulteracao.

1Y1 T T T T

0,9

0,7 5

0,5 Sentido do aumento da porcentagem

de 4gua em leite bovino

Intensidade (u.a.)

0,3

0,1

FIGURA 3.6. Curvas de CPMG das amostras de leite ndo adulterado e

adulterado com agua em 5, 15, 25, 35 e 50% v/v.

Este mesmo comportamento foi observado para os demais
adulterantes estudados (soro, leite sintético, urina sintética e ureia), com
excecdo do peroxido de hidrogénio. No caso da adulteracdo com peroxido de
hidrogénio, observou-se uma variagdo no valor de T, devido a

formacao/liberacéo de oxigénio, mencionada anteriormente.
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Na Tabela 3.4 tém-se os valores de T, obtidos para as amostras
adulteradas com agua, soro, leite sintético, urina sintética e peroxido de
hidrogénio. Nesta tabela, observa-se uma variacdo nos valores de T, de 0,171
(para amostra de leite ndo adulterada) até 0,307 s (amostras de leite adulterada
em 50% v/v). Para as amostras de leite adulteradas com perdxido de hidrogénio
em 5% v/v o valor de T, foi inferior ao obtido para uma amostra de leite ndo
adulterada. O mesmo comportamento foi observado para as amostras
adulteradas em 15 % v/v. Para a amostra de leite adulterada em 25 % vl/v,
observou-se um aumento no valor de T, quando comparado aos obtidos com as
amostras adulteradas em 5 e 15% v/v, no entanto o valor foi inferior aos
apresentados pelas demais amostras adulteradas em 25% v/v. Estes resultados
apresentam concordancia com os apresentados na Figura 3.4, onde as amostras
de leite adulteradas em 5 e 15% v/v encontram-se no quadrante inferior

esquerdo (peso negativo para PC1 e PC2).
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TABELA 3.4. Valores de T, para as amostras de leite.

T, ()
Adulterante
5% 15 % 25 % 35 % 50 %

Agua 0,187+ 0,002 0,213+0,003 0,243+0,002 0,279 +0,007 0,362 +0,005

Soro 0,189 + 0,002 0,207 £0,001 0,234+0,002 0,280+0,011 0,342 +0,007

Leite sintético 0,188 +£ 0,001 0,212 +£0,002 0,240+0,002 0,282+0,010 0,363 +0,004
Urina sintética 0,190 + 0,001 0,210+ 0,008 0,243 +0,003 0,286 +0,012 0,377 0,006
Peroxido de hidrogénio 0,135 + 0,006 0,161 +£0,006 0,205+0,005 0,283+0,014 0,403 +£0,017

*T, para amostra de leite ndo adulterada igual 0,171 s.

67



Capitulo 3 - Ressonancia magnética nuclear

68

Na Figura 3.7 tém-se os graficos de correlacdo entre os valores de

T, e as porcentagens de adulteracdo para as amostras adulteradas com agua (A),

soro (B), leite sintético (C), urina sintética (D) e perdxido de hidrogénio (E).
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FIGURA 3.7. CorrelacOes obtidas entre os valores de T, e as porcentagens de

adulteracdo para as amostras de leite adulteradas com agua (A), soro (B), leite

sintético (C), urina sintética (D) e perdxido de hidrogénio (E).
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Nestes graficos (Figura 3.7) é possivel observar uma variacao
linear entre os valores de T, e a porcentagem de adulteracdo. A partir de um
teste t pareado, com 95% de confiancga, verificou-se que os valores de T, das
amostras de leite ndo adulterada e adulterada séo estatisticamente diferentes e,
desta forma, o procedimento univariado pode ser utilizado para verificar a
autenticidade do leite bovino.

Modelos de quantificacdo foram desenvolvidos para verificar a
habilidade do método univariado em quantificar a porcentagem de adulteracao
nas amostras de leite. Inicialmente, foram obtidos modelos individuais e 0s
valores de SEP foram < 3,61 (para agua), 15,5 (para urina sintética), 2,9 (para
soro), 3,7 (para leite sintético) e 9,5% v/v (para peroxido de hidrogénio). Em
seguida, um novo modelo foi construido utilizando as amostras de leite
adulteradas com agua, urina sintética, soro e leite sintético. As amostras
adulteradas com peroxido de hidrogénio ndo foram incluidas no modelo devido
as variacdes nos valores de T,, como mostrado na Tabela 3.4. O valor de SEP
obtido com este modelo foi < 3,9 % v/v. Ao comparar o desempenho estatistico
dos modelos univariados e multivariados, verificou-se um menor valor de SEP

para 0s modelos multivariados.

3.5. Conclusao parcial

A partir destes resultados, conclui-se que a RMN-DT pode ser
utilizada para verificar a autenticidade do leite bovino. Modelos de classificacédo
SIMCA e KNN apresentaram uma alta porcentagem de acerto, permitindo a
classificacdo das amostras quanto a porcentagem de adulteracdo e a presenca de
adulterante. Os baixos valores de SEP e SECV obtido com o modelo de
quantificacdo PLS evidenciou a habilidade da RMN-DT em aplicacOes

quantitativas.
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Os valores de T,, obtidos a partir de um ajuste monoexponencial
nas curvas de T,, apresentaram uma alta correlacdo com as porcentagens de
adulteracdo, permitindo o desenvolvimento de modelos univariados. A partir de
um teste t pareado verificou-se que o valor de T, das amostras de leite nédo
adulteradas é estatisticamente diferente dos T, das amostras de leite adulteradas.

Ao comparar 0 desempenho estatistico dos modelos de
quantificacdo, verificou-se que o método multivariado apresentou um melhor

desempenho estatistico, com menos valores de SEP.
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CONSIDERACOES FINAIS

Devido a necessidade do desenvolvimento de procedimentos
analiticos rapidos, precisos e robustos, as estratégias apresentadas neste trabalho
de doutorado se mostraram vidveis para determinacdo e quantificacdo de
adulteracdo em amostras de leite bovino. Além disso, uma das principais
vantagens dos procedimentos propostos esta relacionada com a possibilidade de
aplicacGes in-situ e online.

Uma correlacdo entre o desempenho estatistico dos modelos de
classificacdo e quantificacdo, obtidos com os trés procedimentos analiticos,

pode ser visualizada no grafico a seguir:
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Modelos de classificacdo obtidos a partir do uso de imagens
digitais apresentaram resultados similares aos obtidos com os espectros de MIR
e com as curvas de T,, permitindo a discriminacdo das amostras de leite ndo
adulterada e adulterada. No entanto, modelos de classificacdo obtidos com o
espectrometro portatii de MIR e RMN-DT também possibilitaram a
classificagdo das amostras de acordo com a porcentagem de adulteracdo. Ainda
com os espectrébmetros de MIR, foi possivel o desenvolvimento de um
procedimento capaz de classificar as amostras de acordo com o tipo de
adulterante utilizado no processo de adulteracéo.

Ao comparar 0 desempenho estatistico dos modelos de
quantificacdo, verificou-se uma melhor habilidade de predicdo para o modelo

obtido com o método de MIR (espectrometro modelo Cary 630), com valores de
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SEP < 1% v/v. O modelo obtido com o0 uso de imagens digitais foi o que
apresentou o pior desempenho estatistico com valores de SEP < 5,85% V/v.

Estes resultados podem ser visualizados na tabela abaixo.

Nimero SEC SECV SEP rcal rval

de fatores

Imagem digital

4 584 584 585 094 0,94
NIR MicroPHAZIR* (1600 - 2400 nm)

5 463 469 474 092 092
MIR Cary 630" (1300-900 cm™)

4 074 076 083 098 098
MIR FlexScan” (1800-900 cm™)

5 405 412 418 094 092
RMN-DT

2 1,34 1,71 1,73 0,99 0,98

Quanto ao custo e praticidade apresentada pelos procedimentos
desenvolvidos, o uso da andlise por imagem digital permitiu a utilizacdo de
acessorios de baixo custo para aquisicdo dos dados, no entanto, o procedimento
apresenta uma menor praticidade quando comparado com os métodos de MIR e
RMN-DT. Os espectrometros portateis de MIR apresentam uma maior
praticidade devido a facilidade de implementacdo em analises in-situ e por
permitiram a analise direta, sem a aplicacdo da etapa de preparo da amostra. Ja a
RMN-DT, apesar de ser considerado um método de bancada, a sua utilizacédo
em analises in-situ ainda € limitada devido a dificuldade de transporte do
equipamento. A correlacdo entre o0 custo e praticidade dos procedimentos

desenvolvidos pode ser visualizada, de forma resumida, no grafico a seguir:
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Parte dos resultados apresentados nesta tese foi publicado na Food
Analytical Method (DOI: 10.1007/s12161-011-9216-2), Food Chemistry (DOI:
10.1016/j.foodchem.2012.10.024) e no Journal of Agricultural and Food
Chemistry (DOI: 10.1021/jf303814q9).
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