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RESUMO

H& um claro aumento na porcentagem de novas bebidas e produtos alimenticios,
disponiveis ao consumidor, que se posicionam “zero lactose, ou com redugdo de lactose”, no
Brasil, nos Gltimos anos. Entretanto 0 aumento da producdo demanda rigoroso controle dos
teores informados nas embalagens de produtos lacteos, uma vez que tal controle tem
implicacOes diretas na saude de individuos com intoleréncia a lactose. Dentro deste contexto,
esta dissertacdo teve como proposta investigativa a aplicacdo do infravermelho médio com
transformada de Fourier (FT-MIR) em associacdo com analise discriminante por minimos
quadrados parciais (PLS-DA), como método, rapido, preciso, e exato, para diferenciar leites
hidrolisados disponiveis ao consumidor. Foram utilizadas seis marcas de leite UHT regular e
zero lactose adquiridos no mercado local. A priori a etapa de anélise no FT-MIR, a amostra
foi submetida a homogeneizacéo e estabilizacdo da temperatura, tendo sido necessaria apenas
uma aliquota de 1,0 puL para a medida, que foi gotejada sobre o cristal de ATR, as varreduras
realizadas dentro da janela espectral de 350 a 4500 numero de onda onde procuramos
encontrar as ligacBes quimicas referentes ao estiramento (-OH). Foram utilizadas trés
variaveis latentes. Foram utilizadas seis marcas de leites UHT sendo que uma de cada grupo,
no total de 12 amostras em trés repeticdes. Os resultados obtidos através do FT-MIR/PLS-DA
conseguiram discriminar e classificar leites regulares de zero lactose de maneira eficaz e

eficiente.

Palavras chave: Hidrolise Enzimética, FT-MIR, Andlise Discriminante, PLS-DA,
Leite UHT, Lactose.



ABSTRACT

There is a clear increase in the percentage of new beverages and food products
available to consumers that are positioned “zero lactose or reduced lactose” in Brazil in recent
years. However, increased production demands strict control of the reported contents of dairy
packaging, since such control has direct implications for the health of individuals with lactose
intolerance. Within this context, this dissertation had as its investigative proposal the
application of Fourier transform medium infrared (FT-MIR) in association with partial least
squares Discriminant analysis (PLS-DA), as a fast, exact and accurate method to differentiate
hydrolyzed milks available to the consumer. Six brands of regular UHT and zero lactose milk
purchased from the local market were used. A principle prior to experience the FT-MIR
analysis step, the sample was subjected to temperature homogenization and stabilization,
requiring only a 1.0 uL aliquot for the measurement, which was dripped on the ATR crystal,
the scans performed inside from the spectral window of 350 to 4500cm™ wavelength where
we seek to find the chemical bonds referring to the stretch (-OH). Three latent variables were
used. Six brands of UHT milk were used, one from each group, totaling 12 samples in three
replicates. The results obtained through FT-MIR / PLS-DA was able to discriminate and

classify regular zero lactose milks effectively and efficiently.

Key-words: Enzymatic Hydrolysis, FT-MIR, Discriminanting Analysis, PLS-DA, UHT Milk,

Lactose.
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1. INTRODUCAO

A populacdo mundial cresce a uma taxa de 83 milhdes de pessoas por ano. Assim, em
2050, o planeta abrigaréa cerca de 9,6 bilhdes de habitantes, com a necessidade do aumento da
disponibilidade de produtos alimentares que supram as caréncias nutricionais dos individuos
(ONU, 2019). Diante desta perspectiva, a seguranca alimentar, a producdo sustentavel e a
busca do alimento seguro sao desafios para o futuro (ONU, 2019).

Neste contexto o leite é considerado um alimento muito rico em nutrientes e esta
presente em todas as espécies de animais mamiferos. Desde o nascimento do ser humano, o
leite apresenta-se quase indissocidvel de sua alimentacdo. A melhoria na qualidade de vida do
ser humano é ressaltada pela vital necessidade de se ter alimentos saudaveis. O leite se torna
de fundamental importancia para o organismo humano, por conta de ter em sua constituicdo
agua, proteinas, calcio, carboidratos, gordura, vitaminas e entre outros. O principal
carboidrato do leite e consequentemente de outros produtos lacteos é a lactose, presente em
todas as espécies de mamiferos (EMBRAPA, 2013).

A lactose € um agUcar presente no leite e é a fonte de energia mais importante durante
0 primeiro ano de vida dos mamiferos, pois fornece quase metade da necessidade energética
total necessaria para o desenvolvimento do organismo. E também de extrema importancia
para a indudstria alimenticia, pois possui varias aplicagdes em produtos e processos produtivos,
sendo necessaria para elaboracdo de doces, confeitos, paes e recheios, etc., devido as suas
propriedades funcionais, pois confere boa textura, cor e associac¢do para agua (RAMALHO et
al., 2016).

A intolerancia a lactose é definida como o conjunto de sintomas como dores
abdominais, diarréia, flatuléncia, nduseas e vomitos apds a ingestdo da lactose. Quando
sistémicos, podem oferecer outros sintomas, conhecidos como secundarios, que se
caracterizam por dores de cabeca, dificuldades de concentracao e redugdo de memoria, dores
musculares, arritmia cardiaca, Ulceras bucais e reacGes alérgicas, como rinites, eczemas,
sinusite e asma (DIETRICH, 2011).

Estudo aponta que a ndo persisténcia da lactase, ou intolerancia a lactose, esta presente
em 65% da populacdo mundial (INGRAM et al., 2009), e acomete em torno de 2 a 15% dos
individuos descendentes de norte europeus, 60 a 80% dos negros e latinos e 80 a 100% dos
indios americanos e asiaticos (SWAGERTY et al., 2002). No Brasil, um estudo mostrou que a
prevaléncia de intolerancia a lactose primaria no adulto, em uma amostra de 567 individuos,

foi de 57% nos brancos e mulatos, 80% nos negros e de 100% nos japoneses (MATTAR et
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al., 2009). Considerando um consumo total de leite, iogurte e queijo em mais de 200 milhdes
de toneladas em 2011, produtos l&cteos sem lactose representam uma oportunidade
substancial para os fabricantes de laticinios (IFT, 2012).

Ocupando o quinto lugar mundial em producéo leiteira, o Brasil produziu em 2018
24,4 bilhdes de litros de leite (IBGE, 2019). No Brasil, as taxas de crescimento anual do
consumo de leite nos Gltimos dez anos séo superiores ao crescimento mundial: média 2,7% ao
ano (EMBRAPA, 2019). Apesar disto o consumo medio da populacdo brasileira ainda se
encontra abaixo do recomendado pelo Ministério da Salude e pela Organizacdo Mundial da
Saude, que recomenda consumir cerca de 210 Litros de leite por ano por pessoa. No Brasil,
porém, a producéo de leite esté inferior ao recomendado, com fornecimento de cerca de 166
Litros de leite/habitante/ano (EMBRAPA, 2019).

Embora os produtos lacteos zero lactose sejam atualmente um segmento de mercado, é
claro que eles tém um potencial consideravel em longo prazo. As oportunidades mais
significativas estdo em mercados com uma prevaléncia de intolerdncia a lactose e onde o
consumo de produtos lacteos estad aumentando, como a Asia e a América Latina. (IFT, 2012).
Em 2018, a quantia de leite em pd importada pela China foi de 801,4 mil toneladas, o que
corresponde a 16% do mercado global. De formulas infantis, foram 324,5 mil toneladas (30%
do mercado global), seguida de soro de leite, com 557,2 mil toneladas (29% do mercado),
queijos, com 108,3 mil toneladas (4% do mercado) e leite UHT, com 673,3 mil toneladas
(27%) (MILK POINT, 2019).

O brasileiro consome principalmente leite fresco e iogurte, enquanto a demanda por
queijo e manteiga segue baixa. O consumo per capita de manteiga é de 0,4 quilos por ano,
ante 1,6 quilos no Uruguai. J& o de queijo é de 3,8 quilos por habitante ao ano no Brasil,
abaixo dos 10 quilos na Argentina e 26 na Franca (FEED&FOOD, 2019).

H& um claro aumento na porcentagem de novas bebidas e produtos alimenticios que se
posicionam ‘“‘sem, ou com reducdao de lactose”, no Brasil, nos Ultimos trés anos. O banco
global de dados de novos produtos da Mintel (GNPD-Global New Products Database) mostra
que 5,9% dos lancamentos, em 2015, de comida e bebida, trouxeram informagfes na
embalagem indicando quantidade reduzida, ou auséncia, de lactose. Comparando com 0s anos
anteriores, esse percentual foi de 3,8% em 2014 e 3,1%, em 2013 (MINTEL, 2016).
Entretanto, o0 aumento da producdo, demanda um rigoroso controle dos teores informados nas
embalagens de produtos lacteos (MINTEL, 2016).

A regulamentacdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),

principalmente, a Lei 13.305/2016 que comegou a vigorar em janeiro de 2017, é obrigatdrio


https://www.bioblog.com.br/anvisa-lanca-consulta-publica-sobre-alimentos-com-lactose/
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_ato2015-2018/2016/lei/L13305.htm
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que os fabricantes informem a presenca de lactose nos alimentos. Segundo as regras, a
obrigatoriedade é valida para alimentos com mais de 100 mg de lactose para cada 100 g ou
mL do produto. Assim, qualquer alimento que contenha lactose em quantidade acima de 0,1%
deve trazer a expressao “Contém lactose” no rotulo.

A ANVISA publicou duas novas resolucdes, a primeira é a Resolucdo da Diretoria
Colegiada - RDC 135/2017 que inclui os alimentos para dietas com restricdo de lactose no
regulamento de alimentos para fins especiais. A segunda é a RDC 136/2017, que define como
as informacGes de lactose devem ser colocadas no rétulo, independentemente do tipo de
alimento. Onde foram estabelecidos limites méximos de lactose. A legislacdo internacional
estabelece o limite de 0,5% de lactose para que 0s produtos possam ser considerados e ou
obter rotulo com zero lactose.

Os consumidores estdo cada vez mais buscando, devido a moda das dietas restritivas a
ingestdo de alimentos “zero lactose” mesmo sem 0 diagndstico de intolerancia. Neste sentido,
as industrias visam atender as expectativas de mercado, dedicando-se em inserir em sua linha
de producdo alimentos delactosados, que além de saborosos tragam beneficios a saude. As
familias sdo um importante mercado-alvo para produtos lacteos sem lactose, especialmente
para pais que desejam que sua familia se beneficie de nutrientes lacteos, mesmo que sejam
intolerantes a lactose. Incentivar o consumo de laticinios é particularmente importante para
lidar com as deficiéncias de calcio e vitamina D (IFT, 2012).

Diante deste cenario positivo para a cadeia de lacteos e a perspectiva para 0s produtos
delactosados, tem levado as industrias a investir em novas tecnologias para retirada da lactose
do leite. Em busca de diversificar a sua carta de produtos as inddstrias vem buscando
aumentar o nimero de produtos “zero lactose”. A presenca ou auséncia de lactose no leite
bovino trouxe ao mercado leites, queijos, iogurtes e demais derivados, alimentos que
compdem a dieta de grande parte da popula¢do com a caracteristica de ser zero lactose ou teor
reduzido de lactose. A ingestdo de quantidades de lactose por pessoas intolerantes é uma
ameaca a saude do consumidor, principalmente a de criancas e idosos, faixa etaria mais
vulneravel a esses efeitos adversos.

Atualmente o método aprovado para analise de lactose € o método titulométrico de
Lane-Eynon do Ministério da Agricultura, Pecuéria Abastecimento e da Secretaria de
Vigilancia Sanitaria (MAPA/SVS) que é utilizado para leite e produtos lacteos, e determina
acucares redutores e ndo redutores, mas ndo contempla outros produtos que contenham
lactose, e possui possibilidade de erro analitico que pode ser causado por impureza dos

reagentes, limpeza inadequada, homogeneidade da amostra, capacitacdo e habilidade do


http://pesquisa.in.gov.br/imprensa/jsp/visualiza/index.jsp?jornal=1&pagina=44&data=09/02/2017
http://pesquisa.in.gov.br/imprensa/jsp/visualiza/index.jsp?jornal=1&pagina=44&data=09/02/2017
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analista. As técnicas analiticas como a Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), j& sdo
utilizadas com resultados eficientes, mas possui custo elevado de equipamentos e reagentes,
necessita de muita manipulacdo da amostra além de ser um ensaio destrutivo e precisar de
pessoal altamente capacitado. A analise por Infravermelho utiliza volumes pequenos de
amostra e vém trazer rapidez, sensibilidade e ensaios ndo destrutivos. J& a Eletroforese
Capilar vem contribuir com uma metodologia analitica que além da sensibilidade proporciona
excelente separacdo utiliza volumes pequenos de amostra.

Existe a necessidade de se encontrar um método que seja, rapido, sensivel, barato, e
que possa ser utilizado para amostras diversas, como leites e que possa ser utilizado com
exatiddo e precisdo para determinacdo da lactose na industria e classificacdo dos leites.

A deteccdo periddica de residuos de lactose esta prevista na legislacdo brasileira,
entretanto, o0 método é demorado e utilizado para determinacdo de acucares totais. Ndo esta
disponivel um método de deteccdo seguro, rapido e sistematizavel capaz de indicar a presenca
desses residuos ainda no processo de triagem. A aplicagdo de técnicas de Espectroscopia de
Absorcao no Infravermelho destaca-se como potencial ferramenta analitica, pois fornecem
resultados rapidos, quantitativos e confidveis, utilizando pouquissima amostra nao
demandando nenhum pré-tratamento das mesmas.

Classificamos os leites em regulares e zero lactose utilizando as técnicas de
Espectroscopia optica de Infravermelho assessorado por PLS-DA, com base nos limites
previstos na legislacdo. Como o objetivo criar uma modelagem que consiga classificar e
detectar possiveis falhas no processo de producéo e teores de lactose acima do registrado nas

embalagens.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 COMPOSICAO DO LEITE

O leite sob o ponto de vista legal é o produto oriundo da ordenha completa e
ininterrupta, em condigOes de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas. O
leite de outros animais deve denominar-se segundo a espécie de que proceda (BRASIL,
2002). E considerado o mais nobre dos alimentos, pois sua composicao é rica em proteinas,
gorduras, carboidratos, sais minerais e vitaminas, garantindo protecdo imunoldgica e maior
fonte de célcio absorvivel ao homem, seja ele crianga, jovem ou adulto. Além do seu elevado
valor nutritivo, oferece elementos anticarcinogénicos presentes na sua gordura, como o0 acido
linoléico conjugado, acido butirico, p-caroteno, vitamina A e D (MULLER, 2002 apud
TREVISAN, 2008).

O leite é uma dispersdo aquosa complexa que contém diversas substancias como
gordura no estado emulsificado (pequenos glébulos), proteinas no estado coloidal (micelas de
caseinas de 50 a 500 nm), ou dispersas no estado molecular (proteinas do soro) e, compostos
orgénicos e inorgénicos solubilizados, como sais, lactose, vitaminas hidrossoliveis e
substancias nitrogenadas ndo proteicas (FOX, 1998). Mais de 100.000 espécies de moléculas
diferentes sdo encontradas no leite. No entanto, sua composicdo pode ser simplificada nos

componentes: gordura, proteina, lactose, sais minerais e sélidos totais (Tabela 1).

Tabela 1 - Composicdo média do leite (g/100g) das principais racas bovinas leiteiras.

Raca Gordura Proteina Lactose Sélidos totais Sais minerais
Holandesa 3,62 3,27 4,86 12,30 0,68
Pardo Suigo 4,08 3,57 5,04 13,30 0,73
Jersey 5,16 3,83 4,94 14,54 0,70
Guernsey 5,03 3,82 4,91 14,40 0,74
Ayrshire 4,07 3,47 4,69 12,83 0,68
Zebu(Bos 4,70 3,20 4,90 13,50 0,70
indicus)

Fonte: Adaptado WALSTRA et.al, 2005
As proteinas do leite contém todos 0os aminoacidos essenciais necessarios para a dieta

humana e essa é uma das principais razdes que torna o leite, o alimento mais completo a
disposicao do homem (FOX, 2009).
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2.2 LACTOSE

A lactose € o principal aclcar presente no leite de mamiferos. Quando alimentos
contendo lactose sdo ingeridos, este aclcar € processado pela enzima lactase e transformada
em glicose e galactose. Na maioria das pessoas, a atividade da enzima lactase diminui apés o
desmame e leva as pessoas a se tornarem menos tolerante a lactose com o passar dos anos. A
prevaléncia e a idade de manifestacdo da intolerancia a lactose variam, consideravelmente,
conforme o grupo étnico. Na Europa, por exemplo, sua prevaléncia vai de 4% na Dinamarca e
Irlanda a 56% na Italia (BRASIL, 2017a).

A lactose esta totalmente em solucdo verdadeira na fase aquosa do leite, representando
aproximadamente a metade dos sélidos ndo gordurosos e contribuindo para o valor energético
do leite, pois cerca de 30% das calorias fornecidas pelo leite sdo devidos a lactose (quatro
calorias por grama). Pequenas quantidades de outros carboidratos sdo encontradas no leite,
parcialmente ligados a fosfatos, lipideos e ou proteinas e parcialmente livres, como por
exemplo, os monossacarideos glicose e galactose a uma concentragdo de aproximadamente 10
mg/L e os oligossacarideos a aproximadamente 100 mg/L (RENNER, 2001 apud VINHAL,
1983).

A concentracdo de lactose no leite varia de 4,8 a 5,2%, e as moléculas encontram-se na
forma mono-hidratada. Outros carboidratos, como a glicose, frutose, glicosaminas,
galactosaminas e alguns oligossacarideos, estdo presentes em quantidades traco no leite. A
molécula de lactose ¢ opticamente ativa e pode ser encontrada nas formas a e B, de acordo
com a posi¢do da hidroxila (-OH) do carbono nimero 1 da glicose (Figura 1). A mudanga de
posicio faz com que o angulo de desvio da luz polarizada da forma o seja +89,4° e 0 da forma
B, seja +35°(Figura 2). Do ponto de vista funcional, ha diferencas entre as duas formas da
molécula com relacdo a solubilidade, tamanho e forma dos cristais, capacidade edulcorante e
higroscopicidade ou grau de hidratacdo (FOX, 1998).

Geralmente, a-lactose cristaliza como hidrato, contendo quantidades equimolares de
lactose e agua, sendo seus cristais bastante duros e ndo higroscopicos. A temperatura
ambiente a B-lactose anidra se dissolve mais rapidamente que o hidrato de a-lactose e sua
solubilidade é aproximadamente dez vezes maior, sendo seus cristais menores, mas com uma
maior area superficial (WALSTRA & JENNESS, 1984).
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Figura 1 - Forma alfa (o)) de lactose presente no leite.
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Fonte: Elabora pela autora adaptado (GANZLE, HAAZE E JELEN, 2008)
Figura 2 - Forma beta (B) da lactose presente no leite.
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Fonte: Elaborada pela autora adaptado (GANZLE, HAAZE E JELEN, 2008)

Dentre os métodos para analise de lactose temos: Lane-Eynon, Cloramina-T, e a
espectroscopia. Também podemos citar as metodologias descritas pela Federacdo
Internacional de lacteos (International Dairy Federatio — IDF) para andlise de lactose é através
de Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e também pela medida de absorcéo na
regido do ultravioleta em 340 nm (MENDES, 2011).
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2.3 LEGISLACAO E ROTULAGEM

S&o duas as resolucdes da ANVISA, a primeira € a RDC 135/2017 que inclui os
alimentos para dietas com restricdo de lactose no regulamento de alimentos para fins
especiais. A segunda é a resolugdo RDC 136/2017 que define como as informacdes de lactose
devem ser colocadas no rotulo, independentemente do tipo de alimento. Pela nova regra, 0s
fabricantes sdo obrigados a informar a presenca de lactose nos alimentos. Isso vale para
alimentos com mais de 100 mg de lactose para cada 100 g ou mL do produto. Ou seja,
qualquer alimento que contenha lactose em quantidade acima de 0,1% devera trazer
a expressdo “Contém lactose” em seu rotulo (BRASIL, 2017a, 2017b).

Esse limite esta baseado em referéncias técnicas e na experiéncia de paises que adotam
a rotulagem de lactose ha mais tempo, como Alemanha e Hungria. O limite de 100
miligramas € entendido como seguro para as pessoas com intolerdncia a lactose. De acordo
com avaliacdo da ANVISA, a rede de laboratdrios disponivel no Brasil tem capacidade para
avaliar a presenca de lactose nesses niveis. Os fabricantes de alimentos poderdo também
empregar a expressao “baixo teor de lactose” ou “baixo em lactose” nos casos em que a
quantidade de lactose estiver entre 100 mg e 1 g por 100 g ou mililitros, que correspondem
0,1 a 1,0% do alimento pronto conforme instrugdes do fabricante. Com as novas regras, 0
mercado brasileiro de alimentos terd trés tipos de rotulagem para a lactose: “zero lactose®,

“baixo teor”, ou “contém lactose”. (BRASIL, 2017b).

2.4 ROTULOS ADEQUADOS ATE 2019

Em até 24 meses todos os alimentos disponiveis no mercado deverdo atender a nova
regra. Este prazo foi definido com base no tempo que a indUstria e seus fornecedores precisam
para adequacdo e também para esgotarem o0s estoques atualmente existentes. Apenas 0s
estabelecimentos que preparam os alimentos, sejam eles sem embalagens ou embalados no
préprio ponto de venda a pedido do consumidor, ndo estdo obrigados a informarem sobre o
contetdo de lactose (BRASIL, 2017b). Seguindo o0s teores permitidos para o enquadramento
dos produtos com teores reduzidos de lactose, temos a (Tabela 2), onde encontramos as

quantidades de lactose e as frases que deveram constar no rétulo.


http://pesquisa.in.gov.br/imprensa/jsp/visualiza/index.jsp?jornal=1&pagina=44&data=09/02/2017
http://pesquisa.in.gov.br/imprensa/jsp/visualiza/index.jsp?jornal=1&pagina=44&data=09/02/2017
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Tabela 2 - Informacdes do rétulo dos produtos com baixos teores de lactose.

Quantidade de lactose Frase no rotulo

Zero Lactose, Isento de Lactose, 0% Lactose,

Igual ou menor 100 mg/100g ou mL Sem Lactose ou Nao Contém Lactose

De 100mg até 1g/100g ou mL Baixo Teor de Lactose ou Baixo em Lactose

Igual ou acima de 100mg/100g ou mL Contém Lactose

Fonte: (BRASIL, 2017b)

2.5 METODOS PARA ELIMINACAO DA LACTOSE

A presenca ou auséncia da lactose nos produtos lacteos, além do aspecto nutricional, é
destacada em inumeros trabalhos, a influéncia no processo produtivo dos queijos, tais como, 0
estudo de Karahadian & Lindsay (1987) que verificaram a contribuicdo da lactose no
desenvolvimento e alteracGes da textura de queijos Brie, e o de estudos do efeito da lactose,
isoladamente ou em interacdo com o cloreto de sddio, sobre a coloracdo e propriedades
reoldgicas dos queijos, que sdo o comportamento viscoelastico dos queijos (KOMBILA &
LACROIX, 1991).

A hidrolise da lactose é um processo promissor para a inddstria de alimentos, porque
possibilita o desenvolvimento de novos produtos sem lactose em suas composices. Essa
operacdo oferece certas vantagens tecnoldgicas, na medida em que diminui os riscos de
cristalizacdo nos derivados lacteos e aumenta o poder adocante. Existem dois métodos
principais para a hidrolise da lactose: o0 método quimico e o método enzimético (LONGO,
2006).

O método quimico ndo é utilizado na industria de alimentos, pois depende de altas
temperaturas e utilizacdo de acidos muito fortes. Consequentemente, problemas tecnoldgicos
sédo faceis de ocorrer, como desnaturacdo de proteinas, alteracdo de cor e sabor nos alimentos.
A hidrolise pelo método enzimatico é catalisada pela enzima lactase (B-galactosidase). A
vantagem desse método reside no fato de que a reacdo processa-se a temperatura
relativamente baixa, numa faixa que pode variar de 4°C a 40°C, sendo a temperatura 6tima de
30°C a 40°C, permitindo uma maior economia energética, além de ndo se formarem produtos
colaterais (LONGO,2006). Isto diminui ndo so a possibilidade de alteracdo dos compostos

termosensiveis, como diminuem também os efeitos da corrosao do meio sobre equipamentos e
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a formacdo de subprodutos indesejaveis (GEKAS e LOPEZ-LEIVA, 1985; BAILEY E
OLLIS, 1986).

A hidrolise enzimatica da lactose do leite pode seguir dois caminhos: no primeiro, o
leite cru passa pelo processo de esterilizagdo (UHT — 141°C/5 segundos) e, depois do
resfriamento, adiciona-se a lactase, e o leite é colocado em embalagem asséptica. A hidrolise
da lactose ocorre no interior da embalagem. No segundo, o leite cru passa por uma
pasteurizacdo (72°C/15 segundos), e apds o resfriamento, a lactase é adicionada. A hidrdlise
da-se dentro de tanques de armazenamento; assim que termina esse processo, realizam-se a
esterilizacdo e o envase asséptico. No caso de necessidade de controle do grau de hidrolise da
lactose, recomenda-se 0 uso da técnica de crioscopia (LONGO, 2006).

A hidrélise enzimatica (Figura 3) é um dos métodos mais interessantes para a reducao
do teor de lactose no leite e nos seus derivados. Este processo é conhecido e utilizado em
escala industrial. Nele a enzima B-galactosidase, na forma livre ou imobilizada, hidrolisa a
ligagdo P(1-4) da molécula de lactose, dando origem aos mondémeros, glicose e galactose.
(GEKAS e LOPEZ-LEIVA, 1985).

Figura 3 - Hidrolise da lactose pela B-galactosidase
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Fonte: Elaborado pela autora adaptado (GEKAS e LOPES-LEIVA, 1985)

A hidrdlise da lactose em glicose e galactose por B- galactosidase (Figura 3) é
preferivel a hidrolise &cida por ocorrer em condi¢fes mais brandas de temperatura e pH e o
produtos obtidos, preservarem as suas propriedades (HATZINIKOLAOQOU et al., 2005). Este &
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um importante processo na industria de alimentos, pois proporciona uma melhora nas
caracteristicas tecnologicas e sensoriais de produtos lacteos, conferindo a estes o maior poder
adocante e maior solubilidade, além de produzir produtos economicamente mais atrativos e
adequados a alimentacao de individuos intolerantes a lactose (JURADO et al., 2002).

O processo de ultrafiltracdo é outra maneira eficaz de separar lactose e minerais,
aumentando os niveis de proteinas e propiciando aumento significativo de rendimento por
retencdo de soroproteinas e aumento de umidade do queijo. (VAN DENDER, 1995).

A ultrafiltracdo consiste na concentracdo seletiva, em membranas especiais,
dos componentes macromoleculares do leite (proteinas e gorduras, principalmente), levando a
obtencdo de um retentado que contém todas as proteinas sollveis do leite inicial. De modo
geral, a ultrafiltracdo permite uma retencdo maior, no retentado, da gordura do leite e das
proteinas solUveis do soro de alto valor nutritivo e em seu estado nativo. Por sua vez, a
diafiltracdo, que pode ser continua ou descontinua, consiste na introducdo de agua no
retentado em ponto apropriado durante a ultrafiltracdo. A diafiltracdo é usada para aumentar o
fluxo do processo, pois dilui os componentes do retentado e a camada gel polarizada, que
promove a retencdo parcial de lactose (VAN DENDER, 1995). Aplicando-se uma pressdo em
um fluido que passe por um sistema de ultrafiltragcdo, os componentes maiores que o tamanho
do poro ficam retidos e concentrados, formando o retentado, que no sistema continuo é
coletado no final da membrana. Por sua vez os componentes menores atravessam a membrana
semipermeavel e sdo coletados em uma saida separada (BOSCHI, 2006).

Alguns métodos sao indicados para a reducdo de lactose do leite com destaque para o
tratamento com [-galactosidase, a ultrafiltracdo, a fermentacdo por bactérias laticas e a
producdo de queijos (dessora e acidificagdo, principalmente). Os dois primeiros métodos
citados, isto é, a hidrélise da lactose por lactase e a ultrafiltracdo sdo os que produzem
maiores reducdes nos teores deste aclcar. A ultrafiltracdo quando associada a lavagem do
concentrado (diafiltragdo), promove reducbes mais significativas da lactose. O leite
hidrolisado ou ultrafiltrado e diafiltrado é, entéo, utilizado na fabricacdo de produtos lacteos
com menores teores de lactose do que seus correspondentes tradicionais (FOX &
MCSWEENEY, 1998).

Outra dificuldade na fabricacdo de produtos isentos ou com baixo teor de lactose séo
as consequéncias causadas pelo tratamento térmico. Sabe-se que a aplicacdo de processos
térmicos sdo necessarios e objetivam principalmente em oferecer ao consumidor alimentos
microbiologicamente estaveis e seguros, porém a intensidade e o tempo prolongado de

exposicdo ao calor reduzem a qualidade das caracteristicas nutricionais e sensoriais do
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produto (SILVA, 2000). A hidrolise da lactose em glicose e galactose além de conferir sabor
adocicado aos derivados lacteos (SHENDURSE; KHEDKAR, 2016), aumenta
consideravelmente a concentracdo de acUcares redutores, que com o efeito do tratamento
térmico podem levar a formacéo dos produtos da reacdo de Maillard (TROISE et al., 2016).
Por isso a acdo do calor tem maior impacto aos produtos zero lactose, como problemas de
escurecimento, sabor cozido e reducgédo do valor nutricional (HOSHINO et al., 2009).

A filtracdo por membranas € rotineiramente utilizada para inimeras aplica¢fes dentro
da industria de laticinios, tornando-se uma parte importante do processo produtivo. O
processo de separacdo em baixas temperaturas, sem mudanga de fase, faz da filtracdo por
membranas, em muitas aplicacfes, uma solugdo muito mais econémica que métodos
convencionais, tais como filtracdo a vacuo ou filtros-prensas (GEA, 2012).

De acordo com Tondello (1989 apud Eckenfelder, 2011), o processo de separacao por
membranas (SPM) é baseado em mecanismos fisicos, ndo envolvendo processos quimicos,
bioldgicos ou trocas térmicas. Refere-se apenas a separacdo dos componentes de uma mistura
pela rejeicdo daqueles que ndo possuem tamanho para atravessar 0s poros da membrana, e a
eficiéncia desse tipo de filtracdo depende inteiramente da diferenca de tamanho entre o poro e
a particula a ser removida.

Dentre as alternativas da filtracdo por membranas, destaca-se a nanofiltracdo, que é
um processo de filtracdo entre ultrafiltracdo e osmose reversa que proporciona separacoes
altamente especificas de componentes com baixo peso molecular, tais como aclcares de
minerais dissolvidos e sais (GEA, 2012).

Segundo Scott e Hughes (1996), a morfologia da membrana e a natureza do material
que constitui sdo algumas das caracteristicas que definem o tipo de aplicacdo e a eficiéncia da
separacdo. Ha muitos processos com membranas, baseados em diferentes principios ou
mecanismos de separacdo, que fracionam espécies de distintos tamanhos que variam desde
particulas até mesmo em nivel molecular. A forca motriz que rege 0 movimento depende das
caracteristicas da membrana, e, em geral, sdo aplicados gradientes de presséo, concentragéo,
temperatura ou potencial elétrico para gerar 0 movimento das espécies quimicas envolvidas
através da membrana (MULDER, 1991).

Existe também um método de separagdo cromatografico para eliminar a lactose do
leite, desenvolvido pela empresa finlandesa de laticinios Valio, maior do género na Finlandia,
e a nivel mundial oferece a maior variedade de produtos com baixo teor de lactose ou sem
lactose. Com esse processo pode-se obter uma solucdo sem lactose, contendo de proteinas

lacteas e seus sais. O leite sem lactose (e sem carboidratos) ndo apresenta o gosto doce do
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leite hidrolisado, o que pode agradar alguns consumidores, mas por outro lado este leite
possui apenas 40% do valor energético do leite normal (68 calorias) (INSUMOS, 2010).

2.6 IMPLICACOES NA SAUDE HUMANA

A intolerancia alimentar constitui-se em manifestacdo adversa ao
alimento ndo relacionada a mecanismos imunolégicos. E causada por
alimentos que contém substancias tdxicas ou farmacoldgicas, contaminantes
quimicos ou bacterianos, que provocam reagdes idiossincrasticas, como as
causadas por aditivos, ou, ainda, por deficiéncias enzimaticas, como a
intolerancia a lactose. A diminui¢do ou auséncia da enzima lactase-florizina
hidrolase, mais conhecida como lactase, pode ser priméaria (defeito
congénito) ou secundaria (deplecdo enzimatica). Entre as causas de
deficiéncia primaria, situam-se a alactasia (ou deficiéncia congénita da
lactase), extremamente rara, e a hipolactasia primaria do tipo adulto
(também conhecida como deficiéncia ontogénica da lactase), mais frequente,
com prevaléncia mundial variando de 5%, em popula¢des do nordeste da
Europa, em até 100%, nos paises da Asia e Oriente Médio. No Brasil,
estimativas demonstram que a prevaléncia pode chegar a 60%. Na
deficiéncia ontogenética da lactase, ocorre a reducdo de cerca de 90% nos
niveis da lactase por meio do controle genético ao longo da vida.
(NOGUEIRA et al., 2016, p.239).

Por apresentarem sintomas muito parecidos, ha confusdo acerca do
diagndstico de intolerancia a lactose e alergia ao leite de vaca. Quando
falamos em intolerancia a lactose, estamos nos referindo ao acglcar no leite.
No caso da alergia, é a proteina do leite que esté relacionada. E por isso que
alergia a lactose ndo existe, pois a lactose é um carboidrato enquanto a
alergia esta relacionada & proteina do leite. E muito raro intolerancia a
lactose em criangcas em fase de aleitamento. No entanto, o quadro é mais
comum quando a crianca enfrenta outra doenca, a exemplo da diarréia
cronica ou desnutricdo (para que o organismo produza a lactase, sdo
necessarias proteinas e outros nutrientes). Essas situagdes podem levar a
intolerancia a lactose, mas de forma secundaria. J& no adulto, a intolerancia a
lactose é mais frequente. (CARNEIRO-SAMPAIO et al., 2016, p.94).

Ele pode nem saber que € intolerante, mas sabe que se tomar muito
leite se sentira mal. Entdo, por mecanismo de defesa, ele consome pouco ou
ndo consome leite e passa a vida toda sem saber que tem o problema. O
termo, portanto, também é relativo a quantidade de enzima que o individuo
produz (CARNEIRO-SAMPAIO et al., 2016, p.95).

Na atualidade, a alergia alimentar acomete 6% das criancas e 3 a 4%
dos adultos no mundo todo. O leite é o alérgeno campedo, comprometendo
dos 2,5% das criangas nos primeiros trés anos de vida. Os pacientes podem
apresentar varios tipos de reagdes clinicas, como choque anafilatico com
risco de morte, urticaria, inchaco na boca, diarréia, vOmitos entre outros.
(CARNEIRO-SAMPAIO et al., 2016, p.96),
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Os principais sintomas da intolerancia sdo abdominais, como dor e distensao,

flatuléncia, diarréia, nausea, vémitos ou constipacdo, como resultado da ma digestdo de

lactose. A intolerancia é diferente das alergias. Neste ultimo caso as rea¢des do organismo

podem ser mais graves e o limite de ingestdo ndo tem como ser definido. (ANVISA, 2017c).

2.6.1 Fisiopatologia

2.6.2 Diagnostico

A deficiéncia congénita da lactase € uma condicao grave, de heranca
autossdmica recessiva, que se ndo diagnosticada precocemente, pode levar a
6bito. Clinicamente a crianca apresenta diarréia ja nos primeiros dias de
vida, com comprometimento do ganho ponderal e acidose metabdlica. A
acidose metabdlica é caracterizada por reducdo do pH sanguineo como
resultado do acimulo de &cidos ndo volateis ou perda de bicarbonato sérico,
cuja resolucdo acontece com a retirada da lactose da dieta. Essa condigédo
predomina na populacao finlandesa. (NOGUEIRA, 2016, p.240).

A intolerdncia secundaria a lactose é a mais comum das formas
adquiridas de intoleréncia aos hidratos de carbono, em razdo da produgéo
mais superficial desta enzima na membrana microvilositaria. A sua
concentracdo diminui em situagGes que cursam com lesdo da borda em
escova da mucosa ou que aumente significativamente o transito intestinal,
como nas enterites infecciosas, giardiase, super crescimento bacteriano,
doenga célica, doenca inflamatoria intestinal (especialmente doenca de
Crohn) e enterites induzidas por drogas e radiacdo. (NOGUEIRA et al.,
2016, p.240).

A enzima lactase, encontrada principalmente no jejuno, hidrolisa a
lactose em glicose e galactose, que sdo absorvidas pela mucosa intestinal. A
lactose, ndo sendo hidrolisada, ndo é absorvida no intestino delgado e
acumula-se na luz intestinal, com formagdo de um gradiente osmotico que
induz a passagem de &gua e eletrdlitos. Os agucares ndo absorvidos e 0
acumulo de fluidos e eletrélitos no limen acarreta aumento do peristaltismo
e a passagem desses produtos para 0 intestino grosso. As bactérias
fermentam os hidratos de carbono resultando em 4cidos graxos de cadeia
curta (Acido acético, Acido butirico, Acido propidnico e outros), gases
(H2,CO; e metano), que por sua vez ultrapassam a capacidade col6nica de
resgate, determinam a diminui¢do do pH e aumento da carga osmotica.
Todos esses fatores podem ocasionar diarréia com grande quantidade de
liquidos e alta carga osmotica, com evacuacdes explosivas e fezes acidas
(pH fecal diminuido) (NOGUEIRA et al., 2016, p.240).

Apesar das manifestacdes clinicas, a correlacdo entre o relato de intolerancia a lactose

pelos pacientes e o diagnostico é pobre. Assim, ndo se recomenda o inicio de uma dieta de

excluséo de leite baseada em sintomas apenas. (USAI-SATTA, 2012).

A dosagem de lactase na mucosa duodenal, € realizada em um fragmento colhido por

endoscopia, tem sensibilidade de 95% e especificidade de 100%, porém é um exame invasivo.
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Pode-se 0s medir indiretamente a capacidade de digestéo de lactose. No teste oral, o paciente
ingere uma quantidade fixa de lactose e a glicemia € dosada antes e depois da ingestdo. O
individuo que é capaz de metabolizar a lactose apresenta um incremento de 20 mg/dL na
glicemia. Este teste é realizado gratuitamente pelo Sistema Unico de Saide (SUS)
(SANTOS,2015).

Além de dosar a glicemia, é possivel medir o Hidrogénio (H,) no ar expirado apds a
sobrecarga oral, pois, pela fermentacdo da lactose pelas bactérias colonicas, hd producdo de
H,, que é absorvido no intestino e parcialmente eliminado pelos pulmdes e o teste de acidez
nas fezes que mede o pH fecal. e um novo método vem sendo empregado, que é a detec¢cdo
genética da intolerdncia a lactose ou hipolactasia primaria (BEM et al., 2013;
SANTOS,2015).
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2.7 METODOS DE ANALISE

Atualmente o método aprovado para andlise de lactose € o metodo titulométrico de
Lane-Eynon Ministério da Agricultura, Pecuaria Abastecimento e da Secretaria de Vigilancia
Sanitaria (MAPA/SVS) que é utilizado para leite e produtos lacteos, e determina agUcares
redutores e ndo redutores. Possui possibilidade de erro analitico, que pode ser causado por:
impureza dos reagentes, limpeza inadequada, homogeneidade da amostra, capacitacdo e
habilidade do analista (BRASIL, 2013).

Jé& a anélise por crioscopia € um método rapido, e por isso muito utilizado em laticinios
para determinar o grau de hidrélise da lactose (PROZYN, 2010). E uma forma indireta de
quantificar a lactose, essa técnica permite apenas verificar a intensidade da reacdo de hidrélise
da lactose, através da depressdo do ponto de congelamento do leite (TONETTI, 2015). O
indice crioscdpico do leite estad diretamente ligado a quantidade de sélidos solUveis presentes
na solucdo, definido principalmente pela concentracdo em solucdo de lactose e cloretos
(TRONCO 2010). A hidrdlise da lactose acarreta em um aumento da concentracdo de
acucares redutores no leite, aumentando a concentracdao dos componentes sollveis, por isso 0
indice criocopico € reduzido (MONTIPO, 1992 apud TREVISAN, 2008).

Dentre as técnicas analiticas de separacdo, a HPLC Cromatografia liquida de Alta
Eficiéncia é a mais usada devido a grande variedade de combinagdes entre FM e FE;
possuindo alta sensibilidade, facil adaptacdo em determinagbes quantitativas acuradas,
adequacdo a separaches de espécies ndo-volateis ou termicamente instaveis, ampla
aplicabilidade a substancias como proteinas, &cidos nucléicos, hidrocarbonetos, aminoécidos,
carboidratos, terpendides, pesticidas dentre outras (SKOOG et al., 2017; SNYDER et al.,
2010). Um método mais simples, rapido e preciso empregando HPLC é descrito na literatura
(DIONEX, 2013). Mas possuem custo elevado de equipamentos e reagentes além de
necessitar de pessoal treinado. A complexidade da matriz do leite exige que se realize um
clean-up na fase do preparo da amostra, visando evitar danos a coluna cromatogréfica
(ACQUARO et al.,2013).

A eletroforese capilar (em inglés, CE — capillry electrophoresis), € um método de
separacdo baseado na diferenca de velocidade de migracdo de espécies carregadas em uma
solugédo-tampao através do qual tenha sido aplicado um campo elétrico de corrente continua.
Uma caracteristica particular de eletroforese é a sua habilidade de separar macromoléculas
carregadas de interesse da industria biotecnoldgica e de pesquisas em biologia e bioquimica

(SKOOG, 2017). Faz separagGes com alta resolucdo e alta velocidade, em volumes de



29

amostra excepcionalmente pequenos (0,1 a 10nL). Adicionalmente, na saida do capilar, as
espécies separadas sdo eluidas para detectores que oferecem respostas com alta precisdo
(SKOOG, 2017).

A Eletroforese Capilar vem contribuir com uma metodologia analitica que além da
sensibilidade proporciona excelente separacdo e utiliza volumes pequenos de amostra. As
vantagens do CE para a separacdo incluem alto poder de resolucéo, desenvolvimento simples
e rapido de métodos, tempo de analise relativamente curto, baixo consumo de solvente,
amostra (HANCU et al., 2015).

Espectros da regido MIR sé&o comumente utilizados para identificagdo estrutural de
compostos organicos, uma vez que as bandas de absorcdo sdo causadas pelas vibragoes
fundamentais de grupos funcionais especificos. Em contrapartida, podem também terem
aplicacBes na analise quantitativa, ja que a as intensidades das bandas sdo proporcionais a
concentracédo de seus respectivos grupos funcionais (RODRIGUEZ-SAONA; ALLENDOREF,
2011) As vantagens deste tipo de equipamento sdo devido principalmente a maior poténcia de
radiacdo que atinge o detector, diminuindo assim a intensidade dos ruidos. Além disso, todos
os elementos atingem o detector simultaneamente, tornando possivel a obtencdo de espectros
em poucos segundos. Outra vantagem € que 0s espectros gerados tém maior poder de
resolucédo (discriminacdo da menor diferenca entre dois nimeros de onda) e reprodutibilidade,
permitindo analise de dados complexos. A analise por Infravermelho também utiliza volumes
pequenos de amostra e vem trazer rapidez, sensibilidade e ensaios ndo destrutivos (SKOOG,
2017).

2.7.1 Espectroscopia Otica

O fendmeno da espectroscopia comecou quando Isaac Newton, em 1672, observou na
parede de um ambiente escuro, a imagem refletida de bandas coloridas originarias da luz do
sol que atravessava o orificio na parede e incidia diretamente em um prisma de vidro.
Colocou uma lente entre o prisma e a parede, percebeu que as cores da imagem refletidas na
parede tinham sua area de superficie aumentada. Em seguida, um novo prisma foi colocado
entre a parede e o vidro e constatou que se a dispersdo da luz fosse cumulativa, a imagem das
cores aumentava, e se as dispersdes fossem opostas formava-se a luz branca. A este conjunto
de bandas coloridas deu-se o nome espectro (COSTA, 2003).

A espectroscopia Optica investiga a interacdo entre a matéria e a radiacdo, é usada para

analisar compostos quimicos, identificando quais elementos diferentes compdem a matéria.
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Sua finalidade primordial consiste na determinacdo dos niveis de energia e transi¢des de
espécies atdbmicas e moleculares. As transi¢cdes entre os estados energéticos dependem do
valor da energia da radiacdo eletromagnética, originando assim diversos métodos
espectroscopicos. A espectroscopia vibracional divide-se em duas grandes classes de técnicas:
a espectroscopia de absor¢do no infravermelho e  espectroscopia Raman
(SATHYANARAYANA, 2015).

2.7.2 Técnica de Espectroscopia Infravermelho

A principio, as restri¢des tecnoldgicas impossibilitavam uma utilizacdo mais profunda
da técnica de espectroscopia no infravermelho. Diante disso, 0s primeiros trabalhos
limitavam-se ao estudo de poucas espécies quimicas. Assim, o infravermelho médio era
utilizado inicialmente na caracterizacdo de bandas de absorcdo de grupos organicos, por
exemplo (BURNS et al., 2001).

Foi no periodo da segunda guerra mundial que a espectroscopia no infravermelho teve
sua primeira aplicacdo industrial, como monitoramento da qualidade e controle da producéo
na inddstria petroquimica. O estudo quantitativo utilizando a regido do infravermelho se
desenvolveu a partir da década de 70 com o desenvolvimento de equipamentos épticos e
mecanicos mais precisos e a evolucdo da informaética, abrindo espacgo para novas aplicagdes
(BURNS et al., 2001).

2.7.3 Principios da Espectroscopia no Infravermelho

A regido espectral do infravermelho esta limitada pelas micro-ondas e pelo visivel, €
subdividida em Infravermelho préximo, na faixa de 12800 — 4000 cm™, médio na faixa de
4000-200 cm™ e distante 200-10 cm™ (Figura 4).A energia da radiagdo Infravermelha é
insuficiente para gerar transi¢Oes eletronicas, ja que tal faixa de comprimento de onda néo

possui energia suficiente para tanto (SKOOG, 2017).
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Figura 4 - Espectro eletromagnético

12800 - 4000 cm™ 4000-200 cm™ 200-10 cm™*
RAIO-X ULTRA LUz INFRAVERMELHO INFRAVERMELHO INFRAVERMELHO MICROONDAS
VIOLETA VISIVEL PROXIMO MEDIO DISTANTE

Fonte: Elaborado pela autora adaptado (Www.fe.up.pt)

Considerando uma molécula simples, a distribuicdo de cargas ao redor dessa molécula
ndo é simétrica, estando concentrada nos &tomos mais polares. O momento dipolar é definido
como a diferenga da carga distribuida entre os atomos e a distancia entre eles
(SILVERTEIN,2012). Ao vibrar, as moléculas geram uma variacao regular no seu momento
dipolar, o que ocasiona o surgimento de um campo elétrico alternado que interage com o
campo elétrico oscilante associado a radiacéo infravermelha (SILVERSTEIN,2012).

Ao vibrar, as moléculas geram uma variacao regular no seu momento dipolar, o que
ocasiona 0 surgimento de um campo elétrico alternado que interage com o campo elétrico
oscilante associado a radiacdo infravermelha. Quando a frequéncia da radiacdo coincide
exatamente com a frequéncia vibracional natural da molécula, ocorre uma transferéncia de
energia. Nessas circunstancias, o campo elétrico alternado da radiacdo pode interagir com a
molécula e causar variacdes na amplitude de seus movimentos (SKOOG, 2017).

E necessaria apenas uma pequena quantidade de energia para causar uma mudanca de
nivel rotacional molecular, da ordem de 100 cm™. Um gas fornece espectro no infravermelho
normalmente como uma série de linhas igualmente espacadas, isso porque ha varios estados
rotacionais de energia para cada estado vibracional. Em liquidos e s6lidos, devido rotacédo de
cada molécula estar bastante restrita, as linhas discretas vibracionais/rotacionais originam
bandas vibracionais alargadas (SKOOG, 2017).
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Figura 5 - Modos de vibracdo de moléculas diatdmicas e triatbmicas
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Fonte: (MANCINE, 2019)

As vibracGes moleculares (Figura 5) podem ser classificadas em deformaces axiais
(ou de estiramento) e deformacBes angulares (ou dobramento) e podem ser simétricas e
assimétricas. As vibracdes de estiramento sdo oscilacdes na direcdo radial aos nucleos, e as
deformacdes angulares envolvem mudancas dos angulos entre o plano que contém a ligacéo e
um plano adotado como referéncia (LARKIN, 2017).

As vibragdes de deformacgéo angular séo caracterizadas pela variagdo do angulo entre
duas ligacGes e podem acontecer no plano ou fora do plano da molécula, séo de quatro tipos:
tesoura (do inglés scissoring), balanco (do inglés rocking), sacudido (do inglés wagging) e
torcdo (do inglés twisting). Além dos tipos de vibragdes citados, interacdes ou acoplamentos
de vibragdes sdo permitidos (LARKIN, 2017).

As vibragdes acontecem de forma isolada em uma molécula, e podem ser
representadas por um modelo mecanico simples, capaz de fornecer interpretacdo
fenomenoldgica, conhecido como oscilador harmdnico. Constitui-se este da aproximacéao das
caracteristicas da vibracdo de estiramento as de um modelo mecanico representado por duas
massas ligadas entre si por uma mola. As frequéncias fundamentais de quaisquer dois &tomos
ligados podem ser calculadas assumindo que a energia segue o este modelo, por sua vez
sujeito a Lei de Hooke (SKOOG, 2017).

Em uma molécula as massas representam os atomos e a ligacdo quimica entre eles
representam a mola. Uma perturbacdo de uma das massas ao longo do eixo da mola resulta
em uma vibragdo conhecida como movimento harménico simples e a forca restauradora é
proporcional ao deslocamento das massas, sua tendéncia é restaurar as massas para sua

posicao original. A frequéncia (v) de oscilacdo é dada pela equagdo (1):

v=1 \/k/u 1)
2n
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onde: V , frequéncia da vibracdo; k, constante de forca da ligacdo; p, massa dos dois atomos
definida pela equacdo (2):
K =mimy (2)

mi+ms

O calculo das frequéncias fundamentais de moléculas diatdmicas simples pode ser
estimado com resultados préximos aos valores médios encontrados para o estiramento de uma
ligacdo entre dois atomos que constituem uma molécula poliatdmica.As limitacbes deste
modelo apresentam-se ao tratar moléculas constituidas de muitos atomos, possuindo um
grande numero de centros de vibracdo, ou moléculas apresentando interacBes entre varios
centros, a variedade de vibragfes possiveis da origem a espectros na regido do infravermelho
cuja interpretacdo torna-se ardua demais (SKOOG, 2017).

Para particulas de dimens@es atdbmicas 0 modelo do oscilador harménico falha em uma
descricdo completa, deve-se lancar mdo da mecanica quantica que por sua vez o considerou
com adaptacdes para desenvolvimento tedrico proprio. Os osciladores mecanicos-quanticos
possuem energias discretas apenas, cuja regra de selecdo € uma mudanca de nimero quéantico
de dimensdo da unidade. Como consequéncia 0s niveis vibracionais sdo igualmente
espacados, uma unica banda de absorcdo deveria ser observada para determinada vibracédo
molecular. Qualitativamente pode-se recorrer as curvas de forma anarménica, pois a curva
harmonica e a anarménica sdo semelhantes para pequenas variagdes em torno do centro de
massa (LARKIN, 2017).

2.7.4 AplicagOes da Espectroscopia no Infravermelho

Atualmente, a Espectroscopia de Infravermelho Médio (FT/MIR) é um método
certificado para analise de leite para fins de pagamento no setor de lacteos pela ISO 9622:
1999 AOAC - Associacao de Quimicos Analiticos Oficiais e FIL - Federagéo Internacional de
Laticinios. As vibragdes fundamentais no espectro infravermelho estéo associadas a diferentes
grupos quimicos, que se correlacionam diretamente com a gordura, proteina e lactose
(CASADIO et al., 2010).

A regido espectral do infravermelho esta limitada pelas micro-ondas e pelo visivel, é
subdividida em Infravermelho préximo na faixa de 12800 — 4000 cm™, médio na faixa de
4000-200 cm™ e distante 200-10 cm™. A larga utilizagdo da espectroscopia de infravermelho

como ferramenta analitica deve-se também ao fato de que as analises ndo geram subprodutos
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toxicos, a preparacdo de amostras ndo € complexa e estas ndo sdo destruidas no processo.
Atendendo a demanda de meétodos analiticos rapidos e limpos (LARKIN, 2017).

Grande parte das aplicacdes do MIR concentra-se na identificacdo de compostos
organicos. Na faixa espectral conhecida como impresséao digital da molécula (1200 a 700 cm’
1) presente na regido do MIR, pequenas alteracdes na estrutura de uma molécula resultam em
mudangas significativas na distribuicdo dos picos de absorcdo do espectro. Desta maneira a
identificacdo de compostos pode ser realizada pela comparacao do seu espectro Infravermelho
médio, com bancos de dados existentes (LARKIN, 2017).

A observacdo técnica do espectro gerado pelos equipamentos de FT-IR proporciona,
por si sO, a descoberta dos grupamentos quimicos que compdem a amostra (SVECNJAK, L.
et al., 2017). Adicionalmente, alia-se a analise por FT-IR a analise multivariada de dados,
tornando possivel a construcdo de modelos quimiométricos para a predicdo de uma
propriedade em determinado alimento (SIVAM A. S. et al., 2011; HU Y. et al., 2016).

2.75ATR

O alto indice de refracdo do elemento de Reflexdo Total Atenuada - ATR é adequado
para obtencédo de espectros de excelente qualidade para maior parte das substancias, com grau
de penetracdo da radiacdo na amostra em torno de 1-2um. A dureza e a estabilidade quimica
do diamante permitem a obtencdo direta de espectros de substancias na fase liquida com bom
contato entre amostra e cristal. Esta técnica tem por principio o fato de que quando um feixe
de radiacdo passa do cristal de ATR para a amostra, onde ha diferenca de indices de refracéo,
ocorre uma reflexdo. A radiacdo penetrante na amostra € conhecida como onda evanescente,
esquematizada na Figura 6. A fracdo do feixe que é refletida aumenta de acordo com o
aumento do angulo de incidéncia, até o ponto que se atinge determinado angulo critico (a),

ocorrendo neste ponto a reflexdo completa da radiacdo incidente (SILVERSTEIN, 2012).
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Figura 6 - Esquema de acessorio ATR.

Amostra

Cristal ATR

Fonte: Adaptado de Bruker Optics (2014)

2.8 QUIMIOMETRIA

E uma area de pesquisa que utiliza métodos matematicos e estatisticos para, planejar,
avaliar, interpretar e extrair o maximo de informacdo de dados analiticos resultantes de
espectros, cromatogramas, eletroferogramas, voltamogramas (ou sinais de outros métodos
eletroquimicos), e amostras para as quais as concentracfes de diversos constituintes quimicos
ou outras propriedades tenham sido medidas e selecionar condi¢cBes Otimas de medidas e
experimentos.

A quimiometria ndo é uma disciplina da matematica, mas sim da quimica, isto &, os
problemas que ela se propde a resolver sdo de interesse e originados na guimica, ainda que as
ferramentas de trabalho provenham principalmente da matematica, estatistica e computacdo
(FERREIRA, et al.,1999).

Os pioneiros deste estudo foram Prof.Bruce Kowalski (Univ.Washington/Seatle/EUA)
Prof. Svante Wold (Univ. Umea/Suécia) nos anos 70.

Segundo Brereton 2003, a calibragdo envolve a conexdo de um (ou mais) conjuntos de
variaveis juntas. Geralmente um set (muitas vezes chamado de "bloco™) é uma série de
medic¢des fisicas, como alguns espectros ou descritores moleculares e o outro contem um ou
mais parametros, como as concentracbes de varios compostos ou atividades bioldgicas.
Podemos prever a concentracdo de um composto num espectro de uma mistura ou as
propriedades de um material seus parametros estruturais. Calibracdo multivariada tem sido
historicamente a principal base da quimiometria. No entanto, h4& um grande numero de

diversas escolas de pensamento, principalmente sobre o histérico das pessoas e o software
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com o qual estdo familiarizados. Muitos pacotes estatisticos tradicionais ndo contém o
algoritmo PLS. O software quimiométrico é baseado em torno deste método. PLS é um dos
mais divulgados algoritmos para calibracdo multivariada que tem sido amplamente defendido
por muitos quimiometria. Existem varios pacotes comerciais no mercado que executam a
calibracdo PLS e resultam em uma variedade de estatisticas. Cada tipo de espectroscopia tem
seus préprios recursos e problemas, tanto softwares foram desenvolvidos para lidar com
situacbes que podem ndo ser necessariamente aplicaveis a outras técnicas (Brereton, 2003,
traducdo nossa).

Os espectros, um para cada amostra, sdo organizados numa matriz, X (n x m) (Figura
7), de variaveis independentes, onde cada linha representa uma amostra e contém as respostas
medidas para a mesma. (FERREIRA et al., 1999).

Figura 7 - Esquema da matriz
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Fonte: (FERREIRA et. al, 1999)

O processo geral de calibracdo consiste de duas etapas:

MODELAGEM, que estabelece uma relacdo matematica entre X e Y no conjunto de
calibracéo.

VALIDACAO, que otimiza a relagdo no sentido de uma melhor descricdo do
analito(s) de interesse (FERREIRA et al., 1999).

2.8.1 PCA

A base fundamental da maioria dos métodos modernos para tratamento de dados
multivariados € o PCA Analise por Componentes Principais (Principal Component Analysis),
que consiste na utilizagdo da matriz de dados como ferramenta com objetivo de representar as
variagdes presentes em muitas variaveis, através de um niamero menor de "fatores”. Constroi-
se um novo sistema de eixos (denominados rotineiramente de fatores, componentes principais,
variaveis latentes ou ainda autovetores) para representar as amostras, no qual a natureza
multivariada dos dados pode ser visualizada em poucas dimens6es (FERREIRA et al., 1999).

Ha diversos métodos para se realizar a analise estatistica multivariada dentre os quais
estd a Analise por Componentes Principais — PCA (SANTOS et al., 2012). Esta €
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principalmente utilizada pela sua capacidade de compressdo dos dados em funcdo da
existéncia de correlacdo entre diversas varidveis medidas. O PCA é um tipo de analise
exploratéria de dados que visa extrair o maximo de informacGes de uma tabela com muitas
varidveis, convertendo-a em gréaficos informatizados, a partir da combinacdo linear das
variaveis originais. Assim, pode-se dizer que o PCA tenta agrupar aquelas variaveis que estdo
altamente correlacionados (SIMAS, 2005).

2.8.2 PLS-DA

A andlise discriminante por minimos quadrados parciais - PLS-DA é um método de
classificacdo linear que combina as propriedades de regressdo de minimos quadrados parciais
com o poder de discriminacdo, uma técnica de classificacdo. PLS-DA baseia-se na regressdo
PLS algoritmo (PLS1 ao lidar com uma variavel Y dependente e PLS2 na presenca de vérias
variaveis Y dependentes), que procura varidveis latentes com uma covariancia maxima com
as Variaveis Y. A principal vantagem do PLS-DA é que as informacdes relevantes fontes de
variabilidade de dados, sdo modeladas pelo chamado Varidveis Latentes (LVs), que sdo
combinacBes lineares das varidveis originais consequentemente, permite a visualizacdo
grafica e compreensdo dos diferentes padrdes e relagdes de dados por LV pontuacBes e
cargas. As cargas sao os coeficientes das varidveis nas combinacgdes lineares que determinam
0s LVs e, portanto, eles podem ser interpretados como a influéncia de cada variavel em cada
LV, enquanto as pontuacdes representam as coordenadas das amostras no LV hiperespaco de
projecdo. Ao lidar com PLS-DA, o vetor de classe (contendo a participacdo de amostras nas
classes G) é transformada em matriz ficticia Y, com n linhas (amostras) e colunas G (a classe
em formacdo). Cada entrada Y representa a participacdo de a i-ésima amostra da g-ésima
classe expressa com um codigo binario (1 ou 0). Portanto, o vetor de classe n-dimensional é
transformado em uma matriz Y binaria constituida por n linhas e G colunas (BALLABIO E
CONSONNI, 2013).

O PLS-DA ¢é aplicado neste trabalho com o objetivo de correlacionar os dados
espectroscopicos infravermelhos (matriz X) com os dados de composicdo (matriz Y),
construindo um modelo para classificacdo que permita a previsao de componentes desejados a
partir de um espectro medido (FERRARINI, 2004).

Outro método de regressdo que utiliza a modelagem de componentes principais € o

PLS, o que so é justificavel se tais concentracOes tiverem valores confiaveis. O primeiro fator,
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neste caso chamado de variavel latente, descreve a dire¢do de méaxima variancia que também
se correlaciona com a concentragdo (FERREIRA et al., 1999).

No PLS, a calibracdo envolve a correlacdo dos dados na matriz espectral X com 0s
dados na matriz de concentracdo (ou propriedades) Y. As matrizes X e Y sdo reduzidas a
apenas alguns fatores usando todas as informacdes disponiveis (FERRARINI, 2004).

Segundo Brereton 2003, a abordagem mais difundida é frequentemente chamada de
PLS1. Embora existam algoritmos, os principios gerais sdo razoavelmente simples. Em vez de

modelar as variaveis X, dois conjuntos de modelos sdo obtidos da seguinte forma:

X=TP+E

c=T.q+f

Onde g tem analogias para um vetor loadings, embora ndo seja normalizado. O
produto de T e P aproxima-se do espectro dados e o produto de T e g para as concentragoes
verdadeiras; o elo comum é T. (FERREIRA et al., 1999).

Uma caracteristica importante do PLS é que é possivel obter uma pontuacdo de matriz
que é comum a ambas as concentracfes (c) e medicdes (x). Note que T e P para PLS sdo
diferentes de T & P obtidos no PCA e conjuntos Unicos de pontuagdes e cargas sao obtidos
para cada composto no conjunto de dados. (FERREIRA et al., 1999). Portanto, existem 10
compostos de interesse, haver4d 10 conjuntos de T, P e q. Embora as pontuagdes sejam
ortogonais (como na PCA), as cargas ndo sao (o que é uma diferenca importante para a PCA)
e, além disso, a ndo sdo normalizados, entdo a soma dos quadrados de cada vetor ndo é igual a
um. A calibracdo cruzada é uma metodologia utilizada para a escolha do nimero de
componentes principais baseada na avaliagdo da magnitude dos erros de previsédo de um dado
modelo de calibracdo. Um dos métodos mais simples é criar uma matriz de dados Unica e

longa a partir do original tensor de trés vias (FERREIRA et al., 1999).
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2.8.3 Variaveis Latentes

Quando um modelo PLS-DA é calibrado, uma questdo importante é a selecdo do
numero ideal de variaveis latentes (LVs), que geralmente é realizado com base em
procedimentos de validagdo cruzada. Isso deve permitir a otimizacdo da complexidade de o
modelo multivariado com base na capacidade preditiva do modelo em si. A validagdo cruzada
geralmente é realizada dividindo-se amostras em grupos de validacdo cruzada (também
conhecidos como cancelamento de grupos). Cada grupo de validacdo cruzada é removido do
conjunto de treinamento, um de cada vez. O modelo é calibrado com as amostras de
treinamento restantes que depois séo usadas para prever amostras do grupo de validagéo
cruzada (BALLABIO E CONSONNI, 2013).
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3 MATERIAL E METODOS

As analises espectrais de infravermelho médio foram realizadas em um espectrémetro
da marca BRUKER®, modelo Vertex 70 com detector RT-DLaTGS e 6tica BKr pertencente
ao Laboratorio de Espectroscopia dos Materiais - LEM, localizado no departamento de Fisica
da Universidade Federal de Juiz de Fora. Os dados foram analisados nos softwares Excel,
OriginPro 2015 e Matlab R2012.

3.1 AMOSTRAS DE LEITE

Foram selecionadas seis marcas comerciais nacionais de leite UHT, sendo destas: uma
amostra de leite UHT integral e cinco amostras de leite UHT desnatados com teor regular de
lactose, seis amostras de leites UHT com zero lactose, totalizando doze amostras analisadas.
As amostras de leite receberam a seguinte codificacdo: 1 a 6 para cada; marca, 1 para regular
e 2 para zero lactose e 1 a 3 para cada repeticdo, ficando como por exemplo: 1.1.3 , marca 1,

regular 1, repeticao 3.

3.2 PROCEDIMENTO

As amostras foram homogeneizadas, e retirados 100 mL para baldo volumétrico até a
estabilizacdo a temperatura ambiente. A primeira leitura foi realizada com agua para reducéo
dos ruidos e para tracar uma linha de base referente a agua. Para analise foram coletados 1uL
com micropipeta em 3 repeticbes. A cada leitura foi realizada limpeza com &lcool
isopropilico.

O parametro de obtencdo dos espectros foi com 32 varreduras em volume fixo de 1
uL, e com resolucdo 4 cm™, na faixa de trabalho na janela espectral de 4500 a 350 cm™
namero de onda com médulo ATR - Reflectancia Total Atenuada de diamante.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As analises se iniciaram tracando espectros de todas as amostras regulares (Figura 8)
e amostras de leites com zero lactose (Figura 9). Ao plotar os espectros obtidos das triplicatas
dos leites regulares e zero lactose foi possivel observar comportamentos diferenciados nas
amostras. A regido 1060 cm™ e 1080 cm™ ambos com estiramento -OH, comum em lactose
(SKOOG, 2017).
Figura 8 - Espectros das amostras de Figura 9 - Espectros das amostras de

leites regulares de 4000-400 cm™ leites zero lactose de 4000-400 cm™
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O pré-processamento dos dados foi feito com a varredura de 3600 a 950 cm™, pois
com a faixa mais alargada ndo foram obtidos bons resultados. Na (Figura 10) estdo
representados 0s espectros de todas as amostras selecionadas para 0 experimento 0 espectro
discrepante dos demais se refere a amostra 6.1-1.

Figura 10 - FT-MIR de todas as amostras 3600 a 950 cm™
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As anélises foram baseadas nas informacdes de teores de lactose fornecidas pelos
fabricantes. Foram utilizados 28 espectros das repeti¢cbes. Foi construida uma matriz
Kennard-Stone 70/30, ou seja 70% das amostras para calibracdo e 30% de previsao onde cada
linha representa um espectro e cada coluna representa um numero de onda. Foram definidas
trés variaveis latentes, LV1, LV2 e LV3 para andlises dos dados.

Os Graficos 1 e 2 tratam-se das analises PLS-DA com dados brutos, as amostras
preditas no modelo se apresentam dentro do conjunto de calibracdo que corresponde a 95% de
confianca, que é 0 que se espera. Mas ndo houve uma boa separacdo dos dados, neste caso
um pré processamento nos dados originais se mostrou necessario.

Graéfico 1 - PLS-DA com dados espectrais brutos LV1xLV2
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Gréfico 2 - PLS-DA com dados espectrais brutos LV1xXLV3
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O numero de variaveis utilizado foi de 1375. Logo a matriz original possui Y=(28 X
1375), centrando os dados na média, com utilizacdo de 3 varidveis latentes. Onde 70% foram
utilizadas para calibracdo e 30% para previsdo. A amostra 20 (5.1-1) foi retirada devido ao
espectro muito ruidoso. Foi definida uma centroide e foi medida a distancia euclidiana que
separa os dados.

Os graficos sdo do tipo triplo score onde cada ponto representa uma amostra, 0s
dados ficaram dentro dos 95% de confianca e apenas o ponto 6.1-1 pode ser chamado de
outlier, o que ndo foi importante por ser apenas uma amostra A deteccdo de "outliers” € tdo
importante quanto a determinacdo do ndmero de componentes principais que serdo
empregadas no modelo. Os Gréaficos 1 e 2 dizem respeito a modelagem sem pré-
processamento dos espectros, ou seja com dados brutos, enquanto que os Graficos 3, 4 e 5 0s
dados foram centrados na média. Note que para esse segundo conjunto de gréaficos, a LV1
apresentou uma variancia explicada menor 18,47% que LV2 33.95%, enquanto que no
primeiro conjunto de graficos com dados brutos isso ndo ocorreu, apresentando LV1 93,13%
e LV2 1,18%. A amostra 6.1-1 encontra-se fora do limite de confianca de 95%, o que pode
denotar algum erro na realizacdo da leitura da amostra no equipamento.

Gréfico 3 - PLS-DA com dados espectrais centrados na média LV1xLV2
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Gréfico 4 - PLS-DA com dados espectrais centrados na média LV1xLV3
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Gréfico 5 - PLS-DA com dados espectrais centrados na média LV2xLV3
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Foi realizada a Analise de Componentes Principais (PCA) com o objetivo de se ter
uma idéia do numero de componentes principais necessarios para descrever 0 conjunto de
dados. No Gréafico 6 foi utilizado o PCA com espectros brutos e ndo foi obtida uma boa
separacdo dos dados, ja nos Gréaficos 7 e 8 foram utilizados PCA dos espectros centrados na
média, onde também ndo foi obtida uma boa distincdo das amostras. Somente para

visualizagdo foi atribuido 1 para amostras com teor de lactose regular (cor azul) e O para



45

amostras com zero lactose (cor vermelha). E importante ressaltar que essa abordagem ¢é
diferente da PLS-DA, portanto ndo houve um treinamento e teste do modelo. A PCA foi feita
somente com 0s espectros de todas as amostras. Nos trés graficos a amostras 6.1-1
apresentou-se como outleir.

Gréafico 6 - PCA com dados espectrais brutos PC1 x PC2
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Gréfico 7 - PCA com dados espectrais centrado na média PC1 x PC2
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Gréfico 8 - PCA com dados espectrais centrado na média PC1 x PC3
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Antes da aplicacdo do modelo construido, o mesmo deve ser validado com o
objetivo de testar a sua capacidade preditiva; sem esta etapa ndo ha sentido em prosseguir. A
validacdo consiste em testar o modelo prevendo concentracdes de amostras (de preferéncia
ndo usadas na sua construcao), para estabelecer se ele de fato ira refletir o comportamento do
analito de interesse. Durante a etapa de validacao dois fatores devem ser considerados:

1 - O nimero de fatores k a ser utilizado no modelo (nimero de componentes principais ou
namero de variaveis latentes).
2 - Deteccdo de "outliers"” (amostras andmalas). (FERREIRA et al., 1999).

No PLS-DA atribuindo 1 para amostras com teor de lactose regular (cor azul) e 0
para amostras com zero lactose. O conjunto amostral foi separado em dados de treinamento e
teste empregando o algoritmo Kennard-Stone (70/30). Os espectros foram centrados na
media.

Na Tabela 3 foi feita a modelagem das amostras, foi realizada a calibragdo com 20
espectros, foram utilizadas as amostras de previsdo e uma vez que se tem o coeficiente de
regressdo da calibracdo, entdo o modelo esta apto a previsdo. Foi realizada a leitura de
previsdo onde nas amostras 1.2-1,1.2-2 , 2.2-2, 5.2-1, foram identificados com 0, como zero
lactose, e as amostras 3.1-2, 4.1-2, 4.1-3, 6.1-2 , apds treinamento foram identificadas como
regulares.
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Tabela 3 - Modelagem das amostras

PLS-DA
. . Atribuicdo . . Atribuicdo
Calibracao do mocfelo Previsdo do moc;;elo

1.1 1 1 1.2.1 0
112 1 1.2 2 0
211 1 222 0
2.1 2 1 312 1
221 0 412 1
311 1 413 1
3.1.3 1 52 1 0
321 0 6.1 2 1
3.2.2 0

41 1 1

421 0

42 2 0

423 0

512 1

5.2 2 0

6.1 1 1

6.1 3 1

6.2 1 0

6.2 2 0

6.2_3 0

Fonte: Elaborada pela autora

Na Tabela 3 foi utilizada validacdo cruzada que € uma metodologia utilizada para a
escolha do nimero de componentes principais baseada na avaliacdo da magnitude dos erros
de previsdo de um dado modelo de calibracdo. Esta avaliacdo € feita pela comparagdo das
previsdes das concentracdes previamente conhecidas, e em resumo consiste do seguinte:

1 — Foram removidas uma ou mais amostras do conjunto de calibracdo e construido
0 modelo.

2 — Foi utilizado o0 novo modelo para prever os dados removidos.

Foi realizada validagéo interna ou cruzada somente com dados de calibragdo das
duas matrizes X e Y, chamada de leave on out, onde tiramos uma amostra para modelagem,
com esta amostra fizemos um treinamento interno, retornando-a para o conjunto e logo apés
com todas as outras amostras.

De acordo com o modelo foi possivel demonstrar que a PLS-DA foi capaz de
identificar leites UHT com teores regulares de lactose e zero lactose.
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5 CONCLUSAO

Ao utilizarmos o FT-MIR assessorado por PLS-DA, foi possivel demonstrar com o
modelo que a PLS-DA foi capaz de diferenciar leites regulares e zero lactose.

A PLS-DA/FT-MIR pode ser utilizado para determinar a presenca ou auséncia de
lactose em leite.

Em uma analise de leite com 0,1% de lactose (limite entre zero e baixo teor), o
método sera capaz de identificar caso seja calibrado com a concentracdo de lactose realizada
por outro método, como foram utilizadas as concentragdes fornecidas pelos fabricantes o
mesmo pode ser realizado com outras concentragdes.

As etapas de construcdo desse modelo, que consistiu do pré-processamento nos
dados de origem, escolha adequada do tipo de pré-processamento, a validacdo do modelo,
com escolha dos componentes principais, a leitura dos scores no modelo validado,
proporcionou o estabelecimento de um modelo de previsdo que podera ser utilizado para
previsdo de um numero maior de dados. Esses resultados mostram o grande potencial das
técnicas quimiométricas combinadas com espectroscopia. E se tornam uma ferramenta
poderosa para classificacdo dos leites UHT regulares e zero lactose. A partir disso, vé-se
grande potencial ao aliar a espectroscopia no infravermelho e ferramentas multivariadas de
uma forma répida e segura para atuar no controle de qualidade do leite que ¢ uma matriz

complexa.
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6 SUGESTAO DE TRABALHOS FUTUROS

Nesta pesquisa foi possivel verificar a aplicabilidade da espectroscopia de infravermelho
assistido por PLS-DA na classificagao de leites regulares e zero lactose. Como sugestdes para
trabalhos futuros podemos citar:

e Ampliar o nUmero de amostras atraves de uma ampla faixa de concentracao de lactose
através de planejamento experimental, com o objetivo de demonstrar a sensibilidade
da deteccdo pela técnica da espectroscopia assessorada por PLS-DA.

e Submeter esta dissertacdo na forma de artigo cientifico.
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http://rnp-primo.hosted.exlibrisgroup.com/primo_library/libweb/action/search.do?vl(freeText0)=+Marcone+Augusto+Leal+de+Oliveira&vl(1045019533UI0)=creator&vl(1045019534UI1)=all_items&fn=search&tab=default_tab&mode=Basic&vid=CAPES_V1&scp.scps=scope%3a(%22CAPES%22)%2cEbscoLocalCAPES%2cprimo_central_multiple_fe&ct=lateralLinking

