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RESUMO

Uma das adulteracdes que ocorre em leite é a adicdo de soro que € atualmente no
Brasil 90% mais barato. E um problema particularmente complexo, porque as
andlises ndo podem ser realizadas rapidamente. O soro de leite € muitas vezes
descartado pela industria de laticinio durante a fabricacdo de queijo, o que € proibido
por questdes ambientais. O soro tem sido utilizado para adulteracéo de leite fluido e
em po. A adicdo de soro pode ser detectada pela analise de CMP por HPLC ou
eletroforese, que séo técnicas trabalhosas e demoradas para serem executadas.
Este trabalho apresenta um método para quantificar adicdo de soro ao leite cru por
espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier associada ao método
PLS e redes neurais artificiais, comparando os resultados com o0s obtidos pela
determinacdo de CMP por HPLC. O soro foi obtido através da adicdo de quimosina
ao leite cru, apos a formacdo do coagulo, foi entdo separado, filtrado, aquecido a
temperatura de 80° C e resfriado. Foram adicionados soro ao leite nas
concentracfes 0% (sem adicdo de soro); 1%; 4,25%; 7,5%; 10,75%; 14%; 17,25%;
20,5% realizadas em triplicata e nas concentracdes de 2,5%; 6%; 9%; 19%; 22%
para validacdo. As analises estatisticas empregadas: PLS apresentaram coeficiente
de determinacdo R? de 0,9885 para o conjunto de calibracdo e R? de 0,9543 para o
conjunto de validacdo, e redes neurais apresentaram R? de 0,9999 para o conjunto
de treinamento e R? de 0,99996 para o conjunto de validagdo mostrando que as
medicdes de NIR associado ao PLS e redes neurais pode ser utilizada para

guantificar a adicdo de soro em leite cru.

Palavras chaves: Espectrometria NIR, quimiometria, leite cru, soro.



ABSTRAT

A common doctoring concerning milk is the addition which is currently, in Brazil, 90%
cheaper. It is a particularly complex problem because the analysis can’t be made
quickly. The whey is, in many times, discarded by the dairy industry during the
making of the cheese, which is forbidden for environmental reasons. The whey has
been used for the doctoring of liquid and powder milk. The addition of whey can be
detected by CMP analysis by HPLC analysis or electrophoresis which are laborious
and lengthy techniques to be executed. This paper presents a method to quantify the
addition of whey to the raw milk by spectroscopy on the infrared with Fourier
transform associated with the PLS method, and artificial neural networks comparing
the results to the ones obtained by the determination of CMP by HPLC. The whey
obtained through the addition of chymosin to the raw milk, after the formation of the
clot, it was, then, separated, filtered, heated to the temperature of 80°C and cooled.
Whey was added to the milk in the concentrations of 0% (no addition of whey); 1%;
4,25%; 7,5%; 10,75%; 14%; 17,25%; 20,5% made in triplicate sand in the
concentrations of 2,5%; 6%; 9%; 19%,; 22% for validation. The statistical analysis
employed: PLS presented a coefficient of determination R? of 0,98885 for the
calibration set and R? set and R? of 0,9543 for the validation set, and neural networks
presented R? of 0,9999 for the training set and R? of 0,99996 for the validation set
showing that the measures of NIR associated to the PLS and neural networks can be

used to quantify the addition of whey to raw milk.

Keywords: NIR spectroscopy, chemometrics, raw milk, whey.
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1 INTRODUCAO

O leite e seus derivados contém nutrientes como carboidratos, proteinas,
lipideos, vitaminas e sais minerais, exercendo um papel fundamental na alimentacao
humana. Representam também um importante segmento da economia de nosso pais.
O setor tem demonstrado nos ultimos anos um consideravel crescimento e a
necessidade da elevagao de qualidade destes produtos.

A necessidade do alinhamento a regulamentacédo internacional tem forcado um
aprimoramento da legislacdo brasileira no sentido da consolidacdo dos reais
indicadores de qualidade do leite e derivados. Entre os parametros importantes para a
caracterizacdo do leite esta a composi¢do centesimal de seus principais constituintes,
como gordura, lactose e proteinas.

Em setembro de 2002 foi publicada a Instrucdo Normativa 51, através da qual o
Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA), definiu os parametros de
qualidade e estabeleceu novos parametros de avaliagdo para o leite cru refrigerado,
sendo que em 2011 a Instrucdo Normativa 62 substituiu a Instrucdo Normativa 51
estabelecendo novas metas. Esses padrdes sdo 0s seguintes: gordura, proteinas,
sélidos totais e sélidos ndao gordurosos, contagem de células somaticas, contagem
bacteriana total, crioscopia e residuos de antibiéticos ou outros inibidores do
crescimento microbiano (BRASIL, 2011).

A fraude no leite com a adicdo de soro, que € atualmente no Brasil 90% mais
barato (FERRAO et al., 2007), seu reduzido aproveitamento em derivados e seu alto
custo de tratamento para descarte € um problema que vem preocupando autoridades
nacionais e internacionais. A deteccdo destas fraudes cada vez mais elaboradas tem
sido um desafio para a comunidade cientifica (FURTADO e VILELA, 1996).

As metodologias de andlises de referéncia sao trabalhosas e demoradas para
serem executadas. Como alternativa para facilitar a avaliacdo da qualidade tem sido
utilizados equipamentos eletrénicos com resultados rapidos, como a espectroscopia de
infravermelho, associados as técnicas estatisticas.

O objetivo deste trabalho foi comparar o método de cromatografia liquida de alta

eficiéncia (CLAE) com o método de espectroscopia de infravermelho préximo, ja que
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este se apresenta como uma alternativa promissora, com respostas rapidas, auséncia

de preparacao de amostra, e tempo de analise reduzido.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 LEITE

O leite € secretado pelas fémeas de mamiferos com o objetivo de servir de
alimento para o crescimento e saude do recém-nascido e por sua rigueza em nutrientes
como proteinas, lipideos, aclcares, vitaminas e minerais, ha milénios é utilizado na
alimentacdo humana (FOX, 2003). E considerado sob o aspecto nutricional um dos
alimentos mais completos, sendo um dos alimentos mais caracterizado quimicamente
(RENHE et al., 2011).

O leite e seus derivados além de exercerem um papel fundamental na
alimentacdo humana, representam também um importante segmento da economia de
nosso pais. O setor tem demonstrado nos Ultimos anos um consideravel crescimento.

O Brasil apresenta consumo de leite chegando a 170 litros/habitantes/ano, seja
na forma liquida ou na de produtos lacteos, sendo que o recomendado pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) é de 210 litros/habitantes/ano (MAPA, 2014).
Acdes dos governos de incentivo ao consumo e a oferta crescente de novos produtos
tais como os alimentos funcionais a base de leite, o leite com teores reduzidos de
lactose, as linhas de produtos especificas para gestantes, recém-nascidos e
adolescentes, entre outras, trabalham a favor do aumento do consumo e do mercado
internacional de leite e derivados (LEITE, 2009).

A procura nacional por grandes volumes de leite de boa qualidade faz com que a
pecuaria leiteira seja competitiva, sendo necessario quantificar e conhecer o0s
parametros que podem interferir nos resultados obtidos na andalise da qualidade do
leite, a fim de gerar ganhos efetivos na atividade. Devem-se diagnosticar os pontos que
devem ser corrigidos. Os consumidores estdo mais exigentes o que tem levado o setor
leiteiro a passar por uma crescente demanda de produtos lacteos de alta qualidade,
forcando a progressiva adaptacdo deste importante segmento. Em varios paises, ja
existe 0 pagamento diferenciado para produtores que fornecam leite com teores mais
elevados de constituintes, dentre estes podemos citar a gordura e a proteina, além de

outros parametros de qualidade considerados essenciais (OLIVEIRA, 2011).
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A producgéo de leite varia quanto ao volume e sua composicao e depende dos
seguintes fatores: espécie animal, ra¢a, individualidade animal, intervalo de ordenhas,
variacdo durante a ordenha, diferencas entre os quartos, periodo de lactacao, influéncia
das estacbes, alimentacdo, temperatura, doencas, idade do animal e condicGes
climaticas (ROMA JUNIOR, 2008).

A composicdo média varia apresentando 87,3% de agua, 3,3% de proteinas,
3,8% de gordura, 4,9% de lactose e 0,72% de minerais (SGARBIERI, 2004). E um
liquido aparentemente homogéneo, em que os lipideos encontram-se, em emulsdo. A
gordura € variavel entre espécies, e mesmo dentro da mesma espécie, também varia
com estacdo do ano e tipo de alimentacdo do gado. A gordura apresenta-se como
glébulos que possuem um nucleo constituido principalmente de triacilgliceréis rodeado
por uma membrana lipoproteica (COSTA et al., 2009).

A estrutura, propriedades funcionais e o0 processamento dependem da
distribuicdo e interacdo de sua composicdo. Os glébulos de gordura e as caseinas sédo
responsaveis pela maioria das caracteristicas fisicas, como estrutura e cor encontradas
nos produtos lacteos (Brito et al., 2009).

O regulamento de Inspecdo Industrial foi publicado no Brasil em 1952, e
estabeleceu os parametros de qualidade para os produtos de origem animal. Em 2002
por meio da Instrucdo Normativa 37 instituiu-se a Rede Brasileira de Laboratérios da
Qualidade do Leite (RBQL), com o objetivo de realizar analises laboratoriais.

Em setembro de 2002, por meio da publicacdo da Instrucdo Normativa n°51 (IN
51) (BRASIL, 2002), o MAPA definiu novos parametros de qualidade e estabeleceu
critérios de avaliacdo. Esta foi substituida em dezembro de 2011 pela Instrucdo
Normativa 62/2011 (IN 62/2011) que preconiza alguns testes para estabelecer os
padrées de qualidade: Contagem de células somaticas (CCS), Contagem total de
bactérias (CTB), composicdo quimica e caracterizacdo fisica do leite, como a
estabilidade térmica. Estabelece também que o leite cru refrigerado deve conter no
minimo 2,9% de proteina, 3,0% de gordura e 8,4% de extrato seco desengordurado
(ESD), estabelecendo prazos para atingir CCS e CTB (BRASIL, 2011).
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2.1.1 O leite no Brasil e no mundo

A producéo de leite no mundo desde 2010 esta crescendo. A figura 1 mostra o
grafico do crescimento da producdo mundial de leite nos ultimos anos segundo o
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (United States Department of
Agriculture, USDA).
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Figura 1: Gréfico da producdo mundial de leite em mil toneladas, entre os anos de
2010 a 2014.
Fonte: USDA, 2014.

Segundo o USDA a producéo brasileira de leite, em 2013, foi a quinta maior no
mundo, ficando atras somente da Uni&o Europeia, Estados Unidos, india e China. O
Brasil melhorou sua posicdo em relacdo a 2012, quando ocupava a sexta posicao, e a
Russia, o quinto lugar (IBGE, 2013).

Nos ultimos anos no Brasil a cadeia produtiva do leite, a mais complexa dentro
do Agronegdcio, vem sofrendo mudancas rapidas e significativas. Apresentando um
dos maiores rebanhos do mundo com grande potencial para abastecimento de leite no
mercado interno e externo, representando também um papel relevante no suprimento
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de alimentos e na geracdo de empregos e renda para a populagdo. Essas mudancas
vém acontecendo no perfil das indastrias laticinistas, na geografia da producdo
primaria, e no destino dos produtos lacteos (IBGE, 2013).

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a
producdo de leite no Brasil no ano de 2012 foi 49,2% superior ao ano de 2002,
conforme tabela 1.

Tabela 1: Producéo de leite no Brasil entre os anos 2002 e 2013

Ano Producéo (em 1000 litros)
2002 21.642.780
2003 22.253.863
2004 23.474.694
2005 24.620.869
2006 25.398.219
2007 26.137.266
2008 27.585.346
2009 29.085.495
2010 30.715.460
2011 32.096.214
2012 32.304.421
2013 34.255.000

Fonte: IBGE, 2013.

As regides que se destacam na producao leiteira sédo o Sudeste e o Sul do Brasil,
conforme tabela 2. Nas Ultimas décadas a producdo do Sul do Brasil teve um
crescimento tanto em volume quanto em importancia, diminuindo a diferenca em
relacdo a regido Sudeste que era de 27,8% para apenas 2,7%, ocupando nas ultimas
décadas uma posicado importante no cenario nacional do leite (IBGE, 2012). Entre os
estados, Minas Gerais, no ano de 2012 manteve o primeiro lugar do ranking da

producéo leiteira, seguido do Rio Grande Sul, Parana e Goias (IBGE, 2012).
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Tabela 2: Producéo de leite no Brasil e nas regides brasileiras em milhdes de litros nos
anos de 2012 e 2013

Participacao na producéo (%)

Produgao 2012 2013
Brasil 32.304.421 - -
Norte 1.658.315 51 54
Nordeste 3.501.316 10,8 10,5
Sudeste 11.591.140 35,9 35,1
Sul 10.735.645 33,2 34,4
Centro Oeste 4.818.006 14,9 14,6

Fonte: IBGE, 2013.

2.2 SORO

O soro de leite pode ser definido como a por¢do aquosa que € separada da
caseina durante a fabricacdo de queijo, correspondendo a 90% em volume de leite,
dependendo do queijo processado (FURTADO e LOURENCO NETO, 1994; TEIXEIRA
e FONSECA, 2008).

Na industria ou no laboratério o soro pode ser obtido através de trés processos:
coagulacdo enzimatica ou por acdo da quimosina, este tipo de coagulacéo, resulta na
formacdo do coagulo de caseina; por precipitacdo acida, resultando na caseina
isoelétrica e por microfiltracdo através da separacdo das micelas de caseinas
(SGARBIERI, 2004).

Tipos de soro lacteo: no soro acido a precipitagdo das caseinas € realizada em
pH 4,6, obtido da fabricagdo de ricotas, mas quando a coagulacdo ocorre
enzimaticamente, entre pH 5,9 e 6,3 0 soro produzido € chamado de doce, provém da
fabricagdo de mucarelas, minas, cheddar, dentre outros queijos, tendo uma ampla
aplicacao na area de alimentos (TULLIO, 2007).

No Brasil a producéo de soro € representada quase que totalmente de soro doce,
sendo a producdo de soro acido insignificante (CARVALHO, 2007). Os principais
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componentes, vitaminas e minerais do soro encontram-se nas tabelas 3, 4 e 5,

respectivamente.

Tabela 3: Composicdo média do leite e dos soros doce e acido

Leite Soro doce % Soro acido %
Solidos totais 13,0 6,4 6,2
Proteinas 3,6 0,8 0,75
Gordura 3,9 0,5 0,04
Lactose 4,6 4,6 4,2
Cinza 0,8 0,5 0,8
Acido latico - 0,05 0,4

Fonte: Antunes, 2003.

Tabela 4: Composicédo do leite e do soro, em termos de minerais

Minerais Leite mg/L Soro de leite mg/L
Célcio 1170 430

Saodio 680 500
Magnésio 110 88
Potéassio 1430 1600
Fosforo 950 400

Fonte: Adaptado MELLO, 1989, FOX 1997, WALSTRA et al., 1999.
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Tabela 5: Composic¢éo vitaminas do leite e do soro, em mg/L

Vitaminas Leite Soro de leite
Bl 0,44 0,38

B2 1,70 1,20

B3 1,30 0,85

B5 3,50 3,40

B6 0,50 0,42

B12 0,004 0,00003

C 15 2,2

Fonte: Adaptado MELLO, 1989, FOX 1997, WALSTRA et al., 1999.

A composicdo do soro € de aproximadamente 93% de agua, 5% de lactose, 0,9-
0,7% de proteinas, 0,5-0,3% de gordura, 0,2% de acido lactico e pequena quantidade
de vitaminas, podendo variar dependendo da unidade industrial que o produziu, do tipo
de queijo e o respectivo método de fabricacdo, das caracteristicas do leite usado como
matéria-prima, das condicdes ambientais e do gado que produziu o leite usado na
fabricagcdo. Segundo SMITHERS (2008), em uma simples comparacdo entre a
composicdo média aproximada do leite bovino e o soro de leite pode-se observar que
aproximadamente 50% dos sélidos do leite permanecem no soro, incluindo quase toda
lactose e cerca de 20% das proteinas.

No Brasil o0 consumo de lacteos vem elevando-se consideravelmente. O aumento
da producao de queijos, junto com os seus beneficios, traz também um grave problema
ambiental e econébmico com o aumento do volume de soro, coproduto decorrente de
sua fabricacao.

Em 2013 a producédo de queijo no pais foi de aproximadamente 1032,0 mil
toneladas, conforme figura 2 (ABIQ, 2013), e estima-se que a producao de soro neste
ano foi de 9.288.000 toneladas. Partindo da estimativa que de cada quilograma de
queijo sdo produzidos 9 litros de soro, um laticinio com uma producdo média diéria de
10.000 litros de soro polui o equivalente a uma cidade com populacdo de 5.000
habitantes (SANTOS et al., 2001). A maioria das industrias de queijo no pais € de

pequeno e médio porte, ndo dispondo de pessoal qualificado para o aproveitamento e
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tratamento deste coproduto (Mendes et al., 2006). A preocupagdo mundial com a
ecologia, com uma legislacdo que torna obrigatério o tratamento de efluentes pelas
induUstrias, estimula a busca por alternativas para a utilizacdo do soro, devido as

propriedades nutricionais do mesmo (PAULA, 2005).
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Figura 2: Gréfico de producéo de queijo no Brasil, em mil toneladas, no periodo de 1993
a 2020.

*2020 — é uma projecao.

Fonte: ABIQ, 2013.

O soro do leite foi descartado por muitos anos, mas a partir da década de 70
iniciaram-se pesquisas a fim de estudar suas propriedades (AIRES, 2010).

Sao varias as alternativas para o seu uso, dependendo da tecnologia aplicada
podem ser transformados em produtos de interesse para a industria alimenticia animal
e humana, quimica, farmacéutica e cosmeética (PAULA, 2005).

No Brasil uma das principais formas de reaproveitamento do soro é a producao
de bebida lactea (GUEDES, 2012), entretanto, a maior parte do mesmo ndo é
reaproveitada. Muitas vezes ocorre sua utilizagdo adicionada ao leite a ser

comercializado. Esta incorporacdo constitui fraude, tendo como finalidade diminuir
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custos através do aumento do volume do leite e lesando o consumidor (AQUINO,
2013).

Essa alta producdo associada ao emprego de metodologias analiticas
demoradas e trabalhosas para identificacdo da adicdo do soro ao leite leva a pratica de
fraudes em um grande numero de indulstrias. Atualmente a comunidade cientifica
impulsionada pelos 6rgdos governamentais vem estudando o desenvolvimento de
novos procedimentos analiticos aplicados a deteccédo deste tipo de fraude (AQUINO,
2013).

2.3 PROTEINAS DO LEITE

As proteinas do leite fornecem micronutrientes essenciais (exemplo: célcio e
fésforo), aminoacidos e componentes do sistema imune (imunoglobulinas e
lactoferrina), da m&e para o recém-nascido (LIVNEY, 2010). S&o classificadas em
caseinas, soroproteinas, proteinas associadas a membrana do glébulo de gordura,
lactoferrina e enzimas. Constituem ingredientes valorizados pelas suas propriedades
nutritivas, tecnolégicas e funcionais (SGARBIERI, 2005), no soro liquido, a
concentracdo esta reduzida, tornando-se necessarias algumas etapas de concentracao
do soro, para que sejam destacadas suas propriedades funcionais como solubilidade,
emulsificacao e formacéo de espuma (AIRES, 2010).

Encontram-se na tabela 6 as principais proteinas do leite:



Tabela 6: Proteinas importantes do leite
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Proteinas Concentracao no leite
(g/L)
Caseinas 24-28
as1 12-15
as2 3-4
B 9-11
K 3-4
Soroproteinas 5-7
B-lactoglobulinas (3-1g) 1-15
a-lactoalbumina (a-la) 0,6-0,1
Albumina sérica bovina 0,1-0,4
Imunoglobulinas (1g) ~0,1
Proteinas da membrana ~04
do glébulo de gordura
Proteina total do leite 30-35

Fonte: Adaptado de LIVNEY, 2010.

O leite contém 30-35 g/L de proteina total, na qual dois grandes grupos

destacam-se: caseinas e soroproteinas, do ponto de vista nutritivo e industrial, sdo as

proteinas de maior aplicacéo e valor econémico (SGARBIERI, 2005).

A diferenciacéo entre elas esta representada na tabela 7, segundo FOX (2003):
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Tabela 7: Diferencas entre caseinas e soroproteinas

Caracteristicas Caseinas Proteinas do soro
Solubilidade em pH 4,6  n&o (insolaveis) sim

Coagulacdo proteolitica sim nao

(quimosina)

Estabilidade térmica sim nao

(Termorresisténcia)

Presenca de fosforo sim nao

Percentual de enxofre 0,8% 1,7%

Origem glandula mamaria glandula mamaria e
plasma

Estado coloidal em dissolucéo

Fonte: FOX, 2003.

2.3.1 Caseinas

As caseinas no leite fluido representam 80% das proteinas totais do leite, sao
proteinas especificas, fosforiladas e insoliveis em pH 4,6, enquanto que as
soroproteinas sdo sollveis sob as condi¢Bes ibnicas do leite neste pH. E de grande
importancia industrial a precipitacdo isoelétrica das caseinas no leite, pois permite a
producéo de caseinas e caseinatos, produtos lacteos fermentados e queijos produzidos
sob coagulacédo acida (FOX, 2003).

Em relacdo ao tratamento térmico as caseinas sao estaveis, o que contribui para
estabilidade elevada ao calor nos tratamentos de alta temperatura que € submetido o
leite (FOX, 2003).

As caseinas sao classificadas em subgrupos, sao eles: q, B, K e y. As caseinas a
apresentam uma familia com caracteristicas diferentes (aso e ass). As variantes

genéticas de cada grupo de caseinas sao mostradas na tabela 8 (SGARBIERI, 2005).
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Tabela 8: Fracdo proteica das caseinas

Fracéo Porcentagem no Massa molecular  Variantes
Proteica leite desnatado *) genéticas
Caseina 45-55 23.613 A B, C D
asi(aso, QOS2 0Ss,
0S4, 0S5)
Caseina 25-35 24.000 A1, Az, As,
B,C,D
Caseina K 8-15 19.000 A B
Caseina y 3-7 21.000
Y1 20.500 A1, A2, A3, B
Y2 11.800 A1o0u Az, A3, B
Y3 11.500 Ai1o0u Az ou A3z, B

Fonte: Adaptado SGARBIERI, 2005.

(*) Massa molecular em Dalton.

As caseinas possuem altos niveis de prolina, presentes nas fragbes a e j,
contém 0,8% de fosforo, sendo que o grau de fosforilagdo varia nas caseinas
individualmente. Sao sintetizadas nas glandulas mamarias para satisfazer
provavelmente as necessidades do recém-nascido.

A caseina apresenta uma estrutura interna formada de asi-asz-B-caseina e de
nanoparticulas de fosfato de caélcio, enquanto que a k-caseina esta localizada
preferencialmente na superficie (DALGLEISH, 2011).

A k-caseina tem como base uma cadeia simples com 169 aminoéacidos (aa). No
leite encontra-se agregada em polimeros de massa molecular entre 60.000 a 150.000
Da (SGARBIERI, 2004). Contém dois residuos de cisteina e um de fosfosserina, este
residuo provavelmente ndo participa da formacéo de fosfato de calcio em funcéo da sua
localizacé@o na porgéo C-terminal da cadeia polipeptidica.

A k-caseina é a fracdo das caseinas heterogéneas, insensivel ao Célcio (Ca?*),

desempenhando importante papel na estabilidade da caseina em condigcbes normais e
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impedindo a precipitacdo das caseinas as e B em presenca de ions. Esta propriedade
estabilizadora é perdida durante a precipitacdo pela quimosina (CARVALHO, 2007).

A K-caseina apresenta duas variantes genéticas A e B. A variante A apresenta
mais carga elétrica do que a variante B, isto pode ser explicado pela substituicdo de
isoleucina aminodcido (aa 136) e da alanina (aa 148) da variante A, por treonina e
aspargina respectivamente (CARVALHO, 2007).

A cisteina somente € encontrada nas caseinas as: e k. Este residuo forma
pontes dissulfeto intermoleculares. Nas caseinas asie B ndo encontramos cisteina ou
cistina o que permite uma maior flexibilidade nessas moléculas. Devido principalmente
aos teores de prolina, distribuida em toda a cadeia polipeptidica, as caseinas, em
especial a B-caseina, sao proteinas de estruturas abertas e com predominancia de
estruturas primarias (DICKINSON, 1999).

Muitas das propriedades tecnolégicas do leite, por exemplo, a sua cor branca, a
estabilidade ao calor ou etanol e a coagulagéo por coalho, sédo devidas as propriedades
das micelas de caseina. Devido ao valor econémico e tecnoldgico, ha um incentivo para
caracterizar as suas propriedades e elucidacdo da sua estrutura (FOX, 2008).

A comunidade cientifica tem apresentado varios modelos para explicar a
estrutura da caseina, ndo encontrando unanimidade. Entre eles podemos destacar o
modelo de revestimento interno/ndcleo em que proteinas do interior das micelas séo
diferentes daquelas da parte exterior; outro modelo composto por submicelas, o modelo
em que a micela é uma rede porosa de proteinas e o fosfato de calcio que séo
responsaveis pelas ligacdes cruzadas entre as proteinas contribuindo para a
manutencao de toda a rede unida (RENHE et al., 2011). Todos os modelos apresentam
em comum a carboxi-terminal da k-caseina predominantemente presente como
filamentos flexiveis, orientados para o meio externo. A k-caseina possui regides de
grande hidrofilia em sua molécula, se orientando para o lado de fora da micela,
enguanto que as demais se orientam para o seu interior. Isto ocasiona um impedimento
estérico e eletrostatico a aglomeracao da micela. A estrutura da caseina € estabilizada

por interac®es hidrofébicas e ibnicas (SOUZA, 2013).
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Figura 3: Micela de caseina (A: submicela, B: cadeias proteicas, C: fosfato de calcio, D:
K-caseina, E: grupo fosfato).
Fonte:www.food-info.net/images/caseinmicelle.jpg

A estabilidade das micelas de caseina e o equilibrio de minerais podem ser

alterados quando aplicados tratamentos tecnoldgicos (SILVA, 2010).

2.3.2 Soroproteinas

As soroproteinas permanecem no soro apdés a precipitacdo da caseina, a
quantidade de proteinas varia de 0,7% a 1,2% da sua composi¢cdo média e equivale
cerca de 20% a 25% do total de proteinas encontradas no leite. Estas proteinas
apresentam um excelente perfil de aminoacidos, caracterizando-as como proteinas de
alto valor biologico (AIRES, 2012).

Sé&o globulares, com elevada hidrofobicidade. A estabilidade térmica destas
proteinas € tipica das proteinas globulares. Os dois principais componentes a-
lactoalbumina e B-lactoglobulina (FOX, 2003) sdo produzidos comercialmente como
fracbes de proteinas isoladas de pureza alta. Os produtos deste tipo sdo utilizados
como ingredientes alimenticios, consumido por atletas ou pessoas que precisam de

dieta especial.


http://www.food-info.net/images/caseinmicelle.jpg
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A B-lactoglobulina presente em maior quantidade representa 50% das proteinas
do soro. E tipicamente globular, sendo a principal proteina. Contém 162 aminoacidos,
com uma média massa molecular (em tornol8 kDa), o que lhe confere resisténcia a
acdo de acidos e enzimas proteoliticas presente no estdmago, sendo absorvida no
intestino delgado (ANTUNES, 2003).

A o-lactoalbumina apresenta o0 segundo maior teor no soro do leite,
caracteristicamente capaz de ligar-se ao calcio. Possui massa molecular de 14 kDa.
Apresenta alto teor de triptofano, aminoacido essencial, e contém quatro ligacGes
dissulfidicas ndo apresentando grupo fosfato. Modifica a atividade da enzima
galactosiltransferase (ANTUNES, 2003).

2.4 CASEINOMACROPEPTIDEO (CMP)

O caseinomacropeptideo (CMP) € um peptideo que apresenta 64 aminoacidos,
formado devido a acdo da quimosina durante a fabricacdo do queijo (TULIO, 2007).
Ocorre a clivagem da proteina k-caseina na ligacdo fenilalanina (PHE) aa 105 e
metionina (MET) aa 106, resultando em dois peptideos, o caseinomacropetideo, que
contém a porcdo C-terminal (106 a 169), este € solivel em acido tricloroacético 8%,
apresentando em sua estrutura diferentes concentracdes de fosfato e carboidratos, e
outro peptideo de baixa solubilidade, o para k-caseinato constituido pela porcdo N-
terminal (1 a 105). A figura 4 representa o local da acdo da quimosina na k-caseina
(MAGALHAES, 2008).

1 2 3 103 104 105 106 107 108 167 168 169
Ghu-Glu-Glu----Leu-Ser-Phe Met-Ala-ITe----Thr-Ala-Val

I + | T I ; |

quimosina

para-k-caaeiua caseinomacropeptidec

Figura 4: Local da agdo da quimosina na k-caseina.
Fonte: Magalhaes, 2008.
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O CMP possui valor tedrico elevado dos aminoacidos isoleucina e valina e menor

dos amino&cidos como fenilalanina, triptofano e tirosina (ALCANTARA, 2009). A

composicao tedrica dos aminoacidos do CMP esta relacionada na tabela 9, logo abaixo:

Tabela 9: Valor tedrico de aminoacido do CMP conforme a estrutura primaria

AMINOACIDO ABREVIATURA VALOR TEORICO*(%)
Acido aspartico Asp 8,5
Treonina Thr 18,2
Serina Ser 7,8
Acido glutamico Glu 19,2
Glicina Gly 0,9
Alanina Ala 5,3
Valina Val 8,9
Metionina Met 2,0
Isoleucina lle 10,1
Leucina Leu 1,7
Tirosina Tyr 0
Fenilalanina Phe 0
Histidina His 0
Lisina Lys 5,7
Arginina Arg 0
Prolina Pro 11,6

Fonte: Chu, Macleod,Ozimek, 1996.

*Valor tedrico calculado conforme a estrutura priméaria do CMP.

O termo caseinomacropeptideo (CMP) é também conhecido como
glicomacropeptideo (GMP), caseinoglicomacropeptideo (CGMP) ou peptideo derivado
da caseina (CDP). Denomina-se GMP a forma glicosilada devido ao seu elevado
conteudo de carboidrato e de CMP a forma néo glicosilada do peptideo (TULLIO, 2007).

O CMP pode apresentar quatro variacbes genéticas A, B, C e E, sendo as

variantes A e B as formas mais comuns da k-caseina, que podem estar na forma
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glicosilada ou né&o glicosilada. A forma glicosilada representa 50 a 60% do CMP total e
apresenta em sua composicdao GAL (galactose), GaTNAc (N-acetilgalactosamina) e
NeuAc (acido acetilneuraminico). A concentracdo do CMP liberada ndo varia com a
proporcao entre as variantes A e B (MAGALHAES, 2008).

As enzimas produzidas por bactérias psicrotroficas podem ocasionar protedlise
da k-caseina, produzindo pseudo CMP por um Unico aminoécido (metionina terminal no
CMP, residuo 106 — alanina terminal no pseudo-CMP, residuo 107). O pseudo CMP
possui um residuo a menos que o CMP, sendo que Pseudomonas fluorescens podem
produzir certa quantidade de CMP e sdo menos especificas que a quimosina
(MAGALHAES, 2008).

2.5 FRAUDES EM LEITE NO BRASIL

O Regulamento de Inspecao Industrial e Sanitario de Produtos de Origem Animal
(RIISPOA) em seu artigo 543 considera fraudado, adulterado ou falsificado, entre
outros, o leite que foi adicionado de substancias conservadoras ou de quaisquer
elementos estranhos a sua composi¢do (BRASIL, 1952).

A autenticidade dos alimentos é um problema mundial. A deteccdo de produtos
fraudados e de baixa qualidade torna-se cada vez mais importante, tanto por razdes
econbmicas, como de saude publica. A adulteracdo de um produto visa lucro ilicito, seja
por adicdo de um componente qualquer ou pela subtracdo de seus elementos
(BEHMER, 1999).

O leite pode ser adulterado de véarias maneiras, pela adicdo de elementos de
baixo valor, como a de agua e soro, com a finalidade de aumentar o volume fornecido
com custo reduzido. O soro de leite, coproduto do processamento, possui uma
composicado semelhante a do leite, o que torna dificil sua detec¢éo (ZADOW, 1997).

E permitida a adicdo de soro ao leite, desde que comercializado como bebida
lactea, que é o produto lacteo resultante da mistura de leite e soro de leite fermentado
pela acdo de microrganismos especificos ou adicionado de leite fermentado e que néo

podera ser submetido a tratamento térmico apos fermentacéo (BRASIL, 2005).
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A legislagéo brasileira é clara e objetiva em relacdo a adulteracéo do leite, define
que leite fluido e em p6 sédo aqueles produtos que nao sofreram a adigdo de produtos
nao permitidos. A adicdo de quaisquer produtos tais como o soro € considerado fraude,
0 baixo custo e o grande volume tornam atrativa sua adicdo (OLIVEIRA, 2011).

Os direitos dos consumidores séo estabelecidos na Lei n° 8.078 de 11 de
setembro de 1990, Cédigo de Protecdo e Defesa dos consumidores. Determina como
direito basico a protecdo da sua saude e seguranca. Portanto, deve atender aos
parametros de qualidade e seguranca definido pelos oOrgaos fiscalizadores
competentes, ndo podendo acarretar riscos a saude. O direito a informacao adequada e
clara, com especificacdo correta de quantidade, caracteristicas, composicdo e
qualidade, significando que as informac¢des constantes do rétulo devem corresponder
ao seu conteudo, sob pena de violacdo a legislacdo (CQUALI, 2008). Dispbe que séo
improprios ao uso o0s produtos deteriorados, alterados, adulterados, avariados,
falsificados, corrompidos, fraudados, nocivos a vida ou a salde, perigosos ou, ainda,
agueles em desacordo com as normas regulamentares de fabricacdo, distribuicdo ou
apresentacao (BRASIL, 1990).

A Instrucdo Normativa n° 69, no seu artigo 1° oficializa os métodos analiticos
oficiais fisico-quimicos, para andlises dos lacteos e derivados, determinando que sejam
usados nos laboratérios nacionais agropecuarios.

No final de 2012, com as notificacbes de deteccdo de fraudes ocorridas no
estado do Rio Grande do Sul, o Servico de Inspecédo de Produtos de Origem Animal
(SIPOA) de Santa Catarina intensificou as acdes de fiscalizacao e verificagédo oficial por
meio de anadlises do leite cru refrigerado. Em marco de 2013, foram analisadas 104
amostras, sendo apresentados apenas dois resultados de ndo conformidade. Procedeu-
se ainda o rastreamento de fabricacdo destes produtos, o que resultou na coleta de
amostras de leite UHT e envio destas para analise no Laboratorio Nacional
Agropecuario (LANAGRO) do Rio Grande do Sul, tendo apresentado resultado dentro
do “padrao” esperado (MAPA, 2014).

Em agosto de 2014 foi deflagrada a chamada Operagéo Leite Adulterado | e I,
uma acao conjunta da Superintendéncia Federal de Agricultura de Santa Catarina
(SFA/SC) e do Ministério Publico (MP) de Santa Catarina, com base nas denuncias
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recebidas, nos historicos das empresas e nos resultados das analises, foram
investigadas empresas localizadas no municipio de Mondai e Ponte Serrada,
municipios localizados no estado de Santa Catarina (MAPA, 2014).

O MAPA por meio do Servico de Inspecdo de Produtos de Origem Animal
(SIPOA), do Departamento de Defesa Agropecuaria (DDA), da SFA/SC determinou a
interdicdo de estabelecimentos em Santa Catarina, com base nas investigagbes
realizadas durante a Operacdo Leite Adulterado Ill, em parceria com o MP de Santa
Catarina (MAPA, 2014).

Ainda em 2014, a Operacdo Leite Compensado 6 ultrapassou as fronteiras do
Rio Grande do Sul. Além de postos de resfriamento e cooperativas gadchas, foi
descoberto no Parana a adicdo de agua e elementos quimicos para mascarar o leite
gue ja estava improprio para consumo. A operacao mais recente, a Leite Compensado

7, no Rio Grande do Sul encontrou produto adicionado de agua e sal (MAPA, 2014).

2.6 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

O russo botanico Mikhael Tsewet em 1906, utilizou em trabalhos o termo
cromatografia para descrever a separacdo de extrato vegetal, utilizando colunas de
vidro cheias com particulas soélidas, e arrastou os componentes com éter de petroleo.
Cromatografia tem origem nos termos gregos chrom (cor) e graphe (escrever), embora
0 processo ndao dependa da cor. No ano de 1930 foi iniciada a época moderna da
cromatografia, quando Kuhn e Lederer desenvolveram as experiéncias de Tswett,
separando e identificando as xantéfitas da gema do ovo usando coluna com carbonato
de célcio pulverizado como fase estacionaria e éter de petrdleo como fase mével
(COLLINS, 2006).

A cromatografia inclui métodos que permitem a separacdo, identificacdo e
determinacdo de componentes muito semelhantes de misturas complexas. A amostra &
transportada por uma fase mével que pode ser gas, liquido ou fluido supercritico, que é
entdo forcada a passar através de uma fase estacionaria imiscivel fixa colocada em
coluna ou superficie solida. As duas fases sdo escolhidas de modo que os

componentes da amostra distribuam-se entre as fases mdveis e estacionarias em graus
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variados. Os componentes que sado retidos mais fortemente na fase estacionaria
movem-se mais lentamente no fluxo da fase movel e vice-versa. Sdo separadas em
bandas ou zonas discretas sendo analisadas qualitativamente e quantitativamente
(HOOLER, 2010).

Os critérios para classificagdo de cromatografia variam. De acordo com o sistema
cromatografico € classificado em coluna ou planar. Em relacdo ao estado fisico da fase
movel, distingue-se a cromatografia gasosa, na qual a fase movel é um gas; a
cromatografia liquida, na qual a fase movel € liquida e a cromatografia supercritica, que
usa como fase moével um vapor pressurizado, em temperatura e pressao acima de seu
ponto critico. De acordo com a fase estacionaria pode ser liquida, sélida ou fase ligada
(COLLINS, 2006).

A cromatografia liquida em coluna divide-se em dois grupos: a cromatografia
liquida classica, que utiliza colunas de vidro, empacotadas com fases estacionarias
finamente divididas, pelas quais passam as fases moveis sob acdo da gravidade e a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) que utiliza geralmente colunas metalicas
contendo particulas especialmente preparadas que proporcionam separacfes muito
eficientes, sdo utilizadas altas pressdes para forcar a passagem do solvente e assim
diminuir o tempo da andlise (COLLINS, 2006).

Figura 5: CLAE.

Fonte: www.fem.unicamp.br/~lee/hplc.htm

A CLAE é usada para separar e quantificar os componentes numa mistura

liquida. Constitui um método fisico-quimico de separacdo, baseado na migracao


http://www.fem.unicamp.br/~lee/hplc.htm
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diferencial dos componentes de uma mistura devido a diferentes graus de interacéo
entre as duas fases imisciveis, uma movel e a outra fixa.

O método de cromatografia liquida de alta eficiéncia por filtracdo gélica (CLAE-
FG) foi desenvolvido por HOOYDONK e OLIEMAN em 1982 com o objetivo de
determinar a agao da renina. Posteriormente a este trabalho, OLIEMAN e BEDEM em
1983 utilizaram o mesmo método para quantificar a adicdo de soro de leite sélido ao
leite em po.

OLIEMAN e RIEL (1989) empregaram CLAE em coluna reversa (CLAE-FR) para
estudar o comportamento da protedlise no leite, causada por bactérias psicrotroéficas.

ALVIN (1999) realizou um estudo da influéncia da qualidade do leite nos
resultados do método de CLAE-FG, quando utilizado para detectar soro de leite
adicionado neste produto, e concluiu que os resultados positivos, quanto a presenca de
CMP, podem ser interpretados como adi¢do de soro ao leite, ou como proveniente da
deteccdo de produtos de degradacdo proteica do leite provenientes de protedlise
causada por bactérias Pseudomonas presentes no leite.

A deteccao e quantificacdo de CMP, proveniente da acédo proteolitica de enzimas
por meio de CLAE, com separacdo em coluna de filtracdo em gel e deteccdo em
ultravioleta (UV), é uma das metodologias oficiais estabelecidas pelo Ministério da
Agricultura (BRASIL, 2006).

LASMAR (2007) avaliou a viabilidade do uso de leite cru conservado com
bromopol na pesquisa de soro de leite por CLAE.

MAGALHAES (2008) desenvolveu um método laboratorial CLAE-FR e detecg&o
por Espectrometria de massa para determinar a adulteracéo de leite com soro de leite
através da deteccdo de CMP ou pseudo-CMP produzido por enzimas termorresistentes
de bactérias psicrotroficas.

OLIVEIRA (2009) utilizou CLAE-FG e deteccdo por ultravioleta para
quantificacdo de CMP proveniente da acéo proteolitica de enzimas.

VILLANOEVA et al. (2014) avaliou a influéncia da temperatura de
armazenamento de amostras de leite UHT, em relag&o ao indice de CMP por CLAE e a

precisdo do método de deteccao.
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FUKUDA em 2003 sugere que CLAE deve ser empregado para 0S casoS
duvidosos e/ou em contestacéo, independente de ser aplicada como metodologia de
rotina.

A metodologia CLAE, porém, apresenta alto custo de instrumentacdo e

reagentes, além de necessidade de experiéncia no seu manuseio.

2.7 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO

A espectroscopia pode ser definida como a interacdo de qualquer tipo de
radiacdo magnética com a matéria, ou seja, tudo que nossos olhos percebem, € um tipo
de espectroscopia que esta acontecendo (OLIVEIRA, 2001).

Entender os efeitos que a radiacdo eletromagnética exerce sobre a matéria
provém de longo tempo, mas foi Isaac Newton que iniciou o estudo sobre a luz e
descobriu que a luz branca do sol era um somatorio de outras. Fendmeno semelhante
pode ser observado em um prisma. A colorida, vista no prisma e no arco-iris,
corresponde a uma pequena fracdo de um amplo espectro chamado espectro
eletromagnético (OLIVEIRA, 2001). Sir Frederick William Herschel, em 1800, utilizando
0 mesmo principio, realizou uma experiéncia com a ajuda de um termémetro, registrou
a quantidade de calor associado a cada cor que constitui a luz solar, e acima da regiao
vermelha foi observado um aumento significativo da temperatura e este aquecimento
era causado por radiacdo nédo visivel, descobrindo a regido do infravermelho préximo
(ALMEIDA, 2009).

espectro visivel

ultravioleta 5 infravermelhq

luz solar

Figura 6: Decomposicao da radiacao solar.

Fonte: www.inpe.br/unidades/cep/atividadescep/educasere/apostila.htm
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Sabemos que a luz tem um comportamento duplo, ora apresenta-se como
particulas ou fétons, ora como onda. Do ponto de vista ondulatério apresenta duas
propriedades: seu comprimento de onda, ou seja, a distancia entre dois maximos de
onda gerada, e sua frequéncia, nUmero de vezes que essas ondas sdo geradas por
uma fonte (OLIVEIRA, 2001).

O espectro de radiacdo eletromagnética abrange as ondas de radio, micro-
ondas, o infravermelho, o visivel, os raios ultravioletas, os raios x e 0s raios gama
(VIANA, 2008). A regido do espectro eletromagnético correspondente ao infravermelho
esta situada na faixa de radiagdo com nimero de ondas entre 12800 e 10 cm™, entre as
faixas gamas do visivel e micro-ondas. Divide-se em trés regides: infravermelho
proximo (near infrared, NIR), infravermelho médio (middle infrared, MIR) e infravermelho
distante (far infrared, FIR) (HOOLER, 2009). Os espectros de rotacdo das moléculas e
0s espectros de vibracdo molecular sdo estudados no infravermelho distante e médio,
os harmonicos das vibrag6es moleculares sdo estudados no infravermelho proximo. A

figura 7 apresenta as regides espectrais do infravermelho.
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Figura 7: O espectro eletromagnético.
Fonte: VIANA, 2008.

A espectroscopia estuda a interacdo de radiacdes eletromagnéticas com as
moléculas, tendo como objetivo a determinagcdo dos niveis de energia de atomos. As
diferencas de energia entre os niveis sado determinadas pelo espectro, e a partir destas
medidas determinam-se as posi¢Oes relativas dos niveis energéticos. A ligagdo entre

dois atomos envolve diferentes tipos de energia, como a energia translacional,
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vibracional e a eletrbnica. As transicOes eletronicas estdo situadas na regiao do
ultravioleta, as vibracionais na regido do infravermelho e as rotacionais na regido de
micro-ondas (SALA, 2008).

Em uma molécula para que ocorra absorcdo é fundamental que a radiacéo
incidente na molécula promova excitagdo dos modos vibracionais, de modo que a sua
energia corresponda a diferenca de dois niveis energéticos vibracionais. Desse modo
as absorcbes ocorrem a um determinado comprimento de onda, que corresponde a
energia que permite a transicdo (ALMEIDA, 2009).

Uma molécula para absorver a radiacéo infravermelha (infrared, IR) deve sofrer
uma variagdo no momento dipolo durante seu movimento rotacional ou vibracional. O
momento dipolo é determinado pela magnitude da diferenca de carga e pela distancia
entre dois centros de carga (HOOLER, 2009).

As moléculas quando absorvem radiacdo no infravermelho sdo excitadas para
atingir um estado de maior energia, sendo um processo quantizado. No processo de
absorcdo sdo absorvidas as frequéncias de radiacdo no infravermelho que equivalem
as frequéncias vibracionais de estiramento e dobramento das ligacdes na maioria das
moléculas mais covalentes (PAVIA et al., 2010).

Inicialmente, a espectroscopia NIR foi ignorada pelos pesquisadores. Existia
dificuldade de obter as informacdes, uma vez que as bandas de absor¢céo na regiédo
NIR sédo produto de sobretons (bandas que possuem valores de frequéncia que
correspondem a multiplos inteiros dos valores das vibracdes fundamentais) e bandas
de combinacao (sdo combinacdes lineares das frequéncias ou nimeros inteiros destas)
fundamentais de vibracdo (PASQUIM, 2003).

A regido chamada de infravermelho proximo, recentemente, tem recebido muita
atencdo, em particular com relacdo as analises quantitativas de amostras com matrizes
complexas (BARBOSA, 2007). Nesta regido as bandas de absor¢cdo sao sobretons ou
combinacgdes de vibracdes fundamentais de estiramento que ocorrem na regidao 3000 a
1700 cm, geralmente ligacdes C-H, N-H e O-H, cujas absortividades molares séo
baixas tendo como limites de detec¢do da ordem de 0,1% (HOOLER, 2009). Devido as
absor¢cdes ndo serem muito intensas, muitas vezes sobrepdem-se, tornando largas as

bandas e com baixa sensibilidade. Os espectros NIR em vista dos fatores citados
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anteriormente ndo sdo facilmente interpretaveis, havendo a necessidade, para extrair a
informacdo contida neles, da aplicagdo de métodos de calibragdo multivariada
(ALMEIDA, 2009).

Tabela 10: AtribuicBes das regides espectrais as possiveis transicées espectrais

Regido Espectral (nm) Natureza da transicéo vibracional
2200-2450 Estiramento da combinac¢éo C-H

2000-2200 Estiramento da combinacdo N-H, O-H
1650-1800 Primeiro sobretom do estiramento C-H
1400-1500 Primeiro sobretom do estiramento N-H, O-H
1100-1225 Segundo sobretons do estiramento C-H
950-1100 Segundo sobretons do estiramento N-H,O-H
850-950 Terceiro sobretons do estiramento C-H
775-850 Terceiro sobretons do estiramento N-H, O-H

Fonte: FILHO, 2003.

GOULDEN em 1957 obteve pela primeira vez espectro no NIR de caseina,
gordura e lactose de amostras de leite em pd usando comprimentos de ondas para
determinacao da composicdo das amostras (RODRIGUEZ-OTERO et al., 1997).

As bandas de absorcdo no NIR sédo de 10 a 100 vezes mais fracas que suas
correspondentes no infravermelho médio no estado fundamental. Ndo se constitui em
grande desvantagem a diminuicdo da sensibilidade devido as transicdes fracas
observadas, tendo disponiveis fontes de radiacdo intensa e detectores de alta eficiéncia
para uso nesta regido espectral. O uso da técnica em amostras nas quais um alto teor
de agua se encontra presente, é permitido devido ao fato das ocorréncias néo
apresentarem alta intensidade. Uma vantagem analitica esta relacionada ao baixo
coeficiente de absorcdo que possibilita uma alta profundidade de penetracdo na
amostra, uma vez que permite a analise direta da absor¢cdo e do espalhamento da
amostra, por exemplo, em liquidos ou soélidos turvos em transmitancia ou absorbancia

sem pré-tratamentos adicionais (TERRA, 2013).



44

O NIR gera grande quantidade de dados, alta sobreposicado espectral e baixa
intensidade de sinais, necessitando para ser implantada com eficacia a utilizacdo de
meétodos quimiométricos (ALMEIDA, 2009).

Entre as vantagens do método NIR estdo: o curto periodo de tempo para
obtencdo do espectro, a ndo geragdo de residuos quimicos, o fato de ser uma técnica
nao invasiva e ndo necessitar de preparacdo das amostras, motivando, assim, o

desenvolvimento de técnicas analiticas utilizando esta metodologia (SALA, 2008).

2.7.1 Principios da espectroscopia no infravermelho

A natureza das ligacbes moleculares € definida pelas ligacdes entre atomos
dentro de moléculas e esta relacionada a base fisica de absorcdo da luz. Essas
ligacBes ndo sdo estéticas, vibram o tempo todo, originando estiramento e compressao
das moléculas, resultando em um movimento de ondas dos atomos com frequéncia
especifica dependente dos elementos envolvidos (VIANA, 2008).

A espectroscopia do infravermelho vibracional € regida pelas leis de Hooke,
utiliza o modelo mecéanico classico para explicar os movimentos dos corpos. A lei de
Hooke néo é aplicada para regido do infravermelho préximo devido ao fato de que essa
regido € composta por bandas de combinacdo e sobretons. Aplica-se entdo o principio
de Franck Condon, o qual considera a anarmonicidade do sistema (SALA, 2008).

As vibracBes moleculares podem ser classificadas em dois tipos: estiramento e
deformacéo, e podem ser simétricas e assimétricas. As vibragbes de estiramento sédo
oscilagdes radiais das distancias entre os nudcleos, e as deformacdes angulares
envolvem mudancas dos angulos entre o plano que contém a ligacdo e um plano de
referéncia (HOOLER, 2009).
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Figura 8: Tipos de vibracdes moleculares

Fonte: www2.sorocaba.unesp.br/gpm/ftir_arquivos/image004.gif

Podem existir acoplamentos e interagcbes que envolvem vibragbes de
alongamento e deformacao que, caso a intensidade seja reduzida quando comparada
com a dos grupos principais, se verifiguem a formacdo de sobretons e bandas de
combinac&o (LEITAO, 2012).

A formacédo de sobretons e bandas de combinagcdo sao verificadas quando da
existéncia de acoplamentos e interacdes envolvendo vibragbes de alongamento e
deformacgéo, na medida em que a intensidade seja reduzida quando comparada com a
dos grupos principais (LEITAO, 2012).
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As bandas de combinacdo aparecem quando uma molécula poliatbmica possui
dois ou mais modos vibracionais que podem interagir entre si. A soma de cada
frequéncia dos modulos vibracionais na interacdo possui valor igual a frequéncia da
banda de combinac&o resultante (LEITAO, 2012).

Varios modelos existem para explicar o comportamento vibracional das
moléculas diatbmicas. O modelo oscilador harmdnico linear est4 entre outros
reconhecidos, em que a energia (E) é descrita pela lei de Hooke, representado pela
equacéao (1) (ALMEIDA, 2009):

h [k

E=L [k (1)

T om u

Em que k € a constante de ligacdo, h a constante de Plank, ™ é um valor irracional

equivalente 3,14 e p a massa reduzida.

_ mlm2
ml+m?2

(2)
e onde mi1ie m2 sdo as massas dos atomos envolvidos.

A equacao (3) fornece a energia potencial, (V) como funcdo dos deslocamentos dos

atomos x:
V(x) =~ kx? 3)

Este modelo apresenta restricbes quando aplicado na pratica apesar de dar uma visao
do que acontece com as vibragdes moleculares.

A mecénica quantica define alguns niveis de energia pela equagéo (4):
Eo=(0+3) hv (4)

L € 0 numero quantico vibracional, Ev € a energia associada com o nivel quantico v e v

é a frequéncia vibracional fundamental.
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A frequéncia (v) no modelo classico é dado pela seguinte equacao:

v=—[% (5)

2T\l U

Conforme mostrado na figura 9 (modelo harmdnico) a distancia entre cada nivel
€ sempre a mesma entre 0s niveis vibracionais, e na figura 10B (2) (modelo

anarmonico) essa distancia vai diminuindo, ou seja, diminui para energias mais altas.

Transicoes
harmonicas

Transi¢cao fundamental

Figura 9: Transi¢cao fundamental e transigcbes harmonicas
Fonte: Adaptada TAKAMAYA, 2009.
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Fonte: ALMEIDA, 2009.

As figuras demonstram que para elevadas distancias nucleares entre os dois
atomos presentes na ligacdo, o modelo do oscilador anarménico prevé dissociacao,
enquanto o modelo do oscilador harmonico ndo tem este fator em conta (ALMEIDA,
2009).

O modelo do oscilador anarménico representa melhor o comportamento das
moléculas em se tratando de moléculas reais. Prevé também a presenca de sobretons,
que séo as transigdes observadas no NIR e bandas de combinag¢do, conforme na figura
10B (2), suas frequéncias sdo a soma dos multiplos de cada frequéncia de interacao
(ALMEIDA, 2009).

O espectro NIR estd associado a anarmonicidade das ligagbes envolvendo
atomos de hidrogénio, que devido a sua pequena massa atbmica e grande momento
dipolo quando ligados a atomos de carbono, nitrogénio e oxigénio, conseguem vibrar
com maior amplitude (COSTA FILHO, 2003).
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2.7.2 NIR com transformada de Fourier (FT-NIR)

O espectro é constituido por uma fonte de infravermelho, um conjunto de lentes,
local para colocar as amostras e um detector. Os instrumentos FT-NIR tém como
resultados do processo de andlise um interferograma que contém informacdes sobre
todas as frequéncias do espectro IR, sdo baseados em sua grande maioria no
interferdbmetro de Michelson (LEITAO, 2012).

Com o desenvolvimento de softwares apareceram os espectrometros de FT-NIR,
que é uma operacdo mateméatica que ir4 separar as frequéncias das absorcles
individuais contidas no interferograma, produzindo um espectro virtualmente idéntico ao
obtido com um espectrdmetro dispersivo. A operacdo matematica infravermelho
transformada de Fourier (FT-IR) é aplicada, quer por um microprocessador acoplado ao
espectrofotometro, quer por um computador associado externamente ao aparelho,
distribuindo assim a energia absorvida pela amostra por cada componente de onda,
apresentando assim os valores de cada frequéncia, resultando numa compreensao e
leitura dos resultados (ALMEIDA, 2009).

A vantagem do FT-NIR é que apresenta maior velocidade e sensibilidade em
relacdo a um instrumento dispersivo. A figura 11 mostra o diagrama esquematico do
equipamento baseado na transformada de Fourier, que pode atuar nas diferentes
regides do infravermelho, dependendo da luz, detector e varredura dos espelhos
utilizados (ARAUJO, 2007).

A utilizacdo simultanea de toda a faixa do espectro nos equipamentos NIR com
transformada de Fourier explica a o6tima relacdo sinal/ruido nestes equipamentos,
avaliando todos os comprimentos de onda ao mesmo tempo e ndo somente uma faixa.
A utilizagdo de mudltiplas aquisicdes de dados com passagem continua da radiacao

vinda da fonte luminosa melhora também essa relacdo (ARAUJO, 2007).
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Figura 11: Diagrama esquematico de um espectrémetro de FT-NIR.

Fonte: www2.sorocaba.unesp.br/gpm/ftir_arquivos/image006.gif

2.8 QUIMIOMETRIA — TRATAMENTO DE DADOS

A evolucdo dos instrumentos para andlises quimicas possibilita gerarem uma
Gnica amostra e em um pequeno espaco de tempo um numero consideravel de dados.
Em um dnico espectro pode ser registrado a intensidade de mil ou mais comprimentos
de onda, sendo necessério para que uma informacéo util seja obtida deste volume de
dados a utilizacao de técnicas adequadas, originando a quimiometria, um dos campos
de estudo destinado a andlise de dados quimicos de natureza multivariada, uma
ferramenta de automacao laboratorial (ROCHA, 2009).

O termo quimiometria surgiu no final dos anos 70 para descrever as técnicas
associadas ao tratamento matematico e a interpretacdo de dados quimicos. Os
instrumentos analiticos modernos utilizados pelos pesquisadores surgiram pela
necessidade do desenvolvimento de novos meétodos matematicos e estatisticos para
lidar com a vasta quantidade de dados. Como resultados surgiram varios metodos de

analise multivariada, que viabilizaram o tratamento rapido de extensos conjuntos de
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dados de um sistema qualquer. Utilizando métodos de regressao é possivel detectar e
quantificar os teores de varios compostos usando dados de espectroscopia (COVA,
2011).

Os meétodos de analise multivariada mudaram o quadro de analise quimica,
passou-se a investir no desenvolvimento de técnicas matematicas capazes de
transformar sinais procedentes de misturas de componentes, em informacao til sobre

uma ou varias propriedades de interesse (ROCHA, 2009).

2.8.1 Calibragcdo multivariada

Hoje, as técnicas instrumentais estdo sendo cada vez mais utilizadas como:
espectroscopia no infravermelho, espectroscopia no visivel/ultravioleta, espectroscopia
de massa, cromatografia, ressonancia magnética nuclear, polarografia, analise por
injecdo em fluxo, etc. Estas técnicas ndo produzem respostas das propriedades fisicas
das amostras, apenas registram espectros, sendo necessario algum procedimento para
encontrar um algoritmo matematico que analise estas propriedades a partir dos
resultados registrados pelo instrumento (CARVALHO, 2007).

O objetivo é que o modelo construido seja empregado para prever as
propriedades relevantes em amostras desconhecidas, usando como base resposta
instrumental das mesmas (ROCHA, 2009).

A calibracdo dependendo do numero de variaveis pode ser classificada em
univariada, quando é estipulada uma relagdo matematica entre uma Unica variavel
dependente e uma Unica variavel independente, e a calibracdo multivariada, quando ha
relacdo entre mais de uma variavel. Podendo ser lineares e nao lineares. A regressao

linear multipla é dada pela equacao 6:

Y (Np)=X(nj) B(ip) +ENp) (6)

Onde X contém absorbancia ao longo dos comprimentos de “J”, “B” é uma matriz que

contém os coeficientes do modelo, e “E” € o residuo n&o explicado pelo modelo.
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Existe uma variedade de técnicas disponiveis para os dados espectrais, dentre
as mais conhecidas temos: regressao linear multipla (multiple linear regression, MLR),
analise por componentes principais (principal components analysis, PCA) e minimos
quadrados parciais (partial least squares, PLS) possibilitando um avango na
quimiometria (VIANA, 2008).

2.8.2 Minimos Quadrados Parciais (PLS)

O principio fundamental do PLS é a construgdo de uma nova base ortogonal
para o espaco gerado pelas amostras. E um modelo matematico baseado em variaveis
latentes (fatores), onde cada fator € definido como uma combinacéo linear das variaveis
originais das matrizes X (variaveis independentes) ou Y (variaveis dependentes)
(FERREIRA et al.,1999). Nessa nova base as coordenadas das amostras sé&o
chamadas de scores e 0s cossenos dos angulos séo os loadigns (CARVALHO, 2007).

O método € dividido em trés etapas: a primeira consiste em montar as matrizes
de dados X a partir dos dados espectrais, e Y a partir das propriedades de interesse. A
segunda consiste em eliminar as informagdes que néo sao relevantes ao sistema, e a
terceira etapa consiste em obter-se a relagédo entre as matrizes X e Y (ZENI, 2005).

O PLS é repetido até o numero de variaveis latentes desejadas ou definido. No
caso de ter uma reta Y, ou seja, X1= X e Y1=Y, a primeira variavel latente t1= XiW1. O
vetor W1 é definido

Xy

wW=2 (7)

Para gerar a primeira estimativa dos vetores dos loadings de x e y:

=77 ® p=r )

"t ta

Os valores X1 e Y1 sdo atualizados para proxima interacao
X2=X1—t1p1 (20)



53

Y2=Y1-t101 (11)

O coeficiente regressado b é encontrado através de:

b =W(P™W)1QT (12)

W, P e Q séo obtidos da concatenacédo dos vetores determinados pelo algoritmo:
Wi, pP1 € Q1.

No PLS a calibracdo multivariada é realizada utilizando a informacéo do espectro
inteiro para construir um modelo de regressao, relacionado a propriedade de interesse,
por esta razdo é chamado de método “full spectrum”.

Alguns parametros adotados como critério de selecdo sdo: coeficiente de
correlacdo (R?), os valores de RMSEE e RMSEP (ZENI, 2005).

2.8.3 Correcao Multiplicativa de Sinais (MSC)

O uso de ferramentas matematicas antes da modelagem multivariada faz-se
necessario para corrigir interferéncias espectrais devido ao espalhamento da luz,
variacdes opticas de caminho éptico e ruido que se originam devido a variacao fisica
das amostras ou efeitos instrumentais. Algumas técnicas de pré-processamento
utilizadas sdo MSC, Variagcdo Padrdo Normal (Standard Normal Variate, SNV) e 22
derivada de Savitzky-Golay (TERRA, 2013).

A Correcao Multiplicativa de Sinais (MSC) é o processo matematico utilizado
para normalizar os dados ou compensar problemas, como o fenémeno conhecido como
espalhamento da luz, que geralmente é provocado pela falta de homogeneidade Optica
das amostras que é comum em medidas de reflectancia na regidao do infravermelho. Os
sinais analiticos, obtidos por técnicas instrumentais, podem ser acompanhados por
ruidos de diversas origens, estes podem dificultar a interpretacdo, bem como a
modelagem das propriedades associadas aos sinais espectrais. Estas operagdes
matematicas possuem o objetivo de reduzir, eliminar, ou padronizar os impactos sobre
os espectros (NETO, 2012).
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Esse método matematico minimiza a interferéncia através da linha base dos
espectros, de modo que todos os espectros apresentem o espalhamento médio do
conjunto de calibracdo (ALMEIDA, 2009).

2.8.4 Validacao

As amostras do conjunto de validacdo ndo sdo empregadas para ajustar o
modelo, apenas para verificar o desempenho. As amostras do conjunto calibracao
devem apresentar valores que estejam entre o intervalo do conjunto de calibracdo e
apresentem desempenho muito semelhante em todos os parametros de avaliagdo do
modelo de calibracéo. A validacdo pode ser realizada pelo método de validagdo externa

também chamada independente ou validacao cruzada (CARVALHO, 2007).

Validag&o externa:

No caso da validacdo externa, separa-se um grupo de amostras de propriedade
conhecida, chamado conjunto de validacdo e o restante das amostras ira formar o
conjunto de calibracdo. As amostras da validacao externa também sao analisadas pelo
método de referéncia (CARVALHO, 2007).

O modelo é construido utilizando as amostras de calibragdo e validado pelo
conjunto de validacdo. Sdo comparadas as propriedades previstas com as propriedades
obtidas experimentalmente, e calculado o erro de previsdo. A dimensao do erro ira
determinar a eficiéncia do modelo (CARVALHO, 2007).

Erro = (Yi— Vi) (13)

No qual Yi é o valor estimado para amostra i utilizando o modelo e yi é o valor

medido para amostra.
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Validacéo cruzada:

No método de validacdo cruzada uma ou mais amostras sao retiradas do
conjunto de calibracdo, constroi-se um modelo com as amostras restantes e faz-se a
previsdo para estas amostras, em seguida sdo incluidas novamente no conjunto e
outras amostras séo retiradas. A operacdo é repetida até que todas as amostras do
conjunto de calibracdo sejam testadas (CARVALHO, 2007).

A validacdo permite testar se 0 modelo € capaz de prever as propriedades
(variaveis dependentes) descritas pelas variaveis independentes, de forma confiavel,
podendo ser utilizado para fazer a previsdo de propriedades em amostras
desconhecidas (CARVALHO, 2007).

2.9 REDES NEURAIS ARTIFICIAIS (RNA)

As pesquisas sobre as redes neurais iniciaram quando Warrem Mc Culloch e
Walter Pitts, em 1943, estabeleceram as bases da neurocomputacdo e geraram
procedimentos matematicos analogos ao funcionamento dos neurdnios biolégicos
(PANTOJA, 20086).

Nos anos 80 com os avan¢cos na area de tecnologia de computadores e
processamento paralelo, o interesse pelas redes neurais retornou, surgindo novos
modelos neurais (PANTOJA, 2006).

As RNA possuem regras de treinamentos na maioria dos modelos, onde os
pesos de suas conexdes sdo ajustados de acordo com os padrdes apresentados, ou
seja, aprendem através de exemplos. Distinguem-se pelo grande numero de
parametros envolvidos (pesos) devido a alta conectividade entre os neurbnios. Os
dados normalmente sédo divididos em dois conjuntos, um usado para o treinamento e o
outro para testar a capacidade de previsdo. A rede € treinada para determinar o
conjunto de pesos 6timos (SOTELLO, 2006).

A rede mais utilizada é a de trés camadas, consistindo de uma camada de

entrada, € onde os dados sdo apresentados a rede; uma oculta ou intermediaria, onde
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é feita a maior parte do processamento e outra de saida, onde o resultado final é
concluido (SOTELLO, 2006).

Conexdes Camadas intermediarias

Camada de

Camada de saida

entrada

Figura 12: Rede neural de trés camadas.

Fonte: http://www.din.uem.br/ia/neurais/camadas.gif

2.10 UTILIZACAO DA ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO

KASEMSUMRAN et al. (2007) concluiu em seus estudos que os resultados
obtidos demonstraram que a espectroscopia NIR associado ao PLS é altamente viavel
para detectar adulterantes como agua e soro de leite em leite natura.

FERRAO et al. (2007) concluiu em seus estudos que os resultados obtidos
demonstraram que modelos de regressao para detectar adulterantes como amido, soro
de leite e sacarose em leite em p6 sdo bastante promissores para serem empregados
na avaliacdo da qualidade de produtos alimenticios através de medidas indiretas de
analise, como por exemplo, espectros de reflexdo no infravermelho proximo - NIR.

ALMEIDA (2009) concluiu que NIR associado as técnicas quimiométricas, foram
capazes de quantificar as propriedades fisico-quimicas das farinhas de alimentacéo.

OLIVEIRA (2010) desenvolveu em seu trabalho um método para determinacéo
de CMP em leite ultra-alta temperatura (UAT), através da aplicacdo da espectroscopia
de infravermelho proximo, para isso utilizou oito marcas diferentes de leite UAT, todas
oriundas de laticinios sob Inspecdo Federal. Em cada marca de leite foram obtidos oito
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tratamentos, com base na adi¢cdo de soro em po reconstituido nas concentracdes de
0%, 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 8% e 10%.

O método de referéncia utilizado foi o CLAE. Os resultados encontrados estavam
acima da concentragcao permitida ao consumo (até 30 mg/L).

O modelo de calibracdo mais adequado para a determinagédo de CMP em leite
UHT foi desenvolvido com a utilizagdo das seguintes ferramentas quimiométricas:
método de selecdo de espectros maxima distancia, pré-tratamentos 22 derivada e
variavel normal padronizada, e o método de regressao por minimos quadrados parciais.

O coeficiente de determinacdo (R?) de 0,8946 leva a conclusdo que a
espectroscopia de infravermelho préximo pode ser uma alternativa para determinacao
de CMP em leite UHT, utilizando cinco fatores (OLIVEIRA, 2010).

INACIO (2010) conclui em suas pesquisas que 0S experimentos propostos
permitiram a classificacdo e a quantificacdo de amostras de leite em po6 através das
técnicas da espectroscopia de infravermelho préximo com reflectancia difusa, PLS,
PCA, regressdo em componentes principais (principal component regression, PCR) e
modelagem independente para analogia de classes (soft independent modeling of class
analogy, SIMCA) comparadas com o método de referéncia Kjeldhal.

CASSOLI (2010) utilizou a metodologia de infravermelho com transformada de
Fourier na identificacdo e adulteracdo em leite cru. As amostras foram adulteradas com
bicarbonato de sédio, citrato de sédio e soro de leite. Foram desenvolvidas calibracfes
para identificacdo de adulteracdo através da comparacdo de leite adulterado com um
espectro de referéncia para leite cru.

BALALIN & SMIRNOV (2011) em seu trabalho constataram que a espectroscopia
infravermelha € uma ferramenta eficaz para detectar melamina em produtos lacteos,
formulas infantis, leite em po6 e liquido, alcangando em seu trabalho 0,76 £ 0,11 ppm
(parte por milhdo). Concluiram que a espectroscopia de infravermelho pode ser
considerada como um meétodo rapido, sensivel e de baixo custo para analises de
produtos lacteos.

ZHANG (2014) em seu trabalho utilizou mais de 800 amostras de leite
representativas, que consistia de 287 amostras de leite de vaca cru de diferentes

pastagens ao redor de Xangai, na China, e 526 amostras de leite adulterado contendo
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diferentes pseudo-proteinas e espessantes, que foram coletadas e concebidas para
demonstrar um método para rapidamente discriminar leites adulterados com base nos
espectros do infravermelho préximo. Os resultados demonstraram a utilidade de
espectros NIR combinado com métodos de reconhecimento de padrdes néo-lineares
como um método objetivo e rapido para a identificacdo dos padrdes dos leites cru

oriundos de vaca.
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3.0 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Quantificar o soro de leite adicionado ao leite cru utilizando espectroscopia do

infravermelho préximo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a eficiéncia do método de espectroscopia do infravermelho proximo na
guantificacdo de soro de leite no leite cru.
Comparar o método de espectroscopia do infravermelho préximo na

determinacao de soro de leite no leite cru em relagdo ao método de referéncia CLAE.
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4.0MATERIAL E METODOS

4.1 COLETA E PREPARO DAS AMOSTRAS

As quatro amostras de leite cru foram coletadas em quatro fazendas localizadas
na Zona da Mata Mineira e transportadas em caixas isotérmicas contendo gelo
reciclavel até o Laboratorio de Espectroscopia de Materiais (LEM) do Departamento de
Fisica da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF) onde foram analisadas e
preparadas.

Foram fracionadas, congeladas e transportadas em caixas isotérmicas contendo
solucéo criogénica (alcool, gelo reciclavel e sal) até o laboratorio de Analise de
Qualidade de Leite da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais
(EV/IUFMG). A EV/UFMG processou as andlises CLAE das amostras em questéo.

As andlises de composicdo quimica do leite e as andlises das amostras de
espectroscopia foram realizadas no LEM do Departamento de Fisica da UFJF.

As caracteristicas fisico-quimicas estudadas compreenderam a determinacdo da
acidez titulavel, foi realizada a titulacdo com a solucdo Dornic. O volume de solucao
Dornic gasto foi anotado, para que se realizasse correlagdo com a acidez da amostra:
0,1 mL de solugéo Dornic gastos na titulacdo correspondem a 1°D. Na determinacao da
densidade foi utilizado termolactodensimetro, o indice crioscopico foi realizado no
crioscopio digital. O aparelho mostrou o resultado da temperatura de congelamento do
leite em graus Hortvet e o teor de agua presente em %. Para dosagem de gordura,
proteina e lactose, foi utilizado o equipamento lactoscopio.

4.2 PREPARACAO DO SORO DO LEITE

2000 ml de leite integral ndo homogeneizado foi aquecido a temperatura de 32°C
e adicionado de 2 ml de quimosina. ApOs agitagdo, o leite com o coalho foi mantido a
esta temperatura por aproximadamente 40 minutos até a formacdo do coagulo. A
massa coagulada foi cortada em cubos e agitada lentamente por 30 segundos. Apés

esse tempo foi deixada em repouso por mais 2 a 3 minutos. A massa foi novamente
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agitada lentamente, até que o soro estivesse limpido sem a presenca de matéria
leitosa. O soro foi entdo separado, filtrado em lactofiltro inox e aquecido a temperatura

de 80° C para inativacdo da enzima do coalho e resfriado.

4.3 ADICAO DE SORO AO LEITE

Ao final tém-se duas solucdes estoque, uma da mistura das amostras de leite cru
e outra de soro.

Ao leite cru foram adicionados soro de leite nas concentracdes 0% (sem adicao
de soro); 1%; 4,25%; 7,5%; 10,75%; 14%,; 17,25%; 20,5% realizadas em triplicata e nas
concentracbes de 2,5%; 6%; 9%; 19%; 22% para validacdo. Em seguida foram
retiradas aliquotas de 1 ml de amostras para analise por espectroscopia do
infravermelho NIR por reflexéo, o restante das amostras foram congeladas para serem
enviadas para o laboratério da Qualidade de Leite da EV/UFMG para anélise por CLAE
sendo verificada e comparada a eficiéncia da andlise por espectroscopia do

infravermelho.

a y
Leite Cru

. _J

a Y
Diluicdes

. _J

Andlises CLAE e
Espectroscopia infravermelho

S

Figura 13— Esquema do experimento de quantificacdo de fraude de leite com soro de

leite por CLAE e espectroscopia do infravermelho.
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4.4 CROMATOGRAFIA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

O equipamento utilizado para quantificacdo de soro de leite foi o equipamento
SHIMADZAU modelo SPD — 10AV. A coluna utilizada foi a Zorbax GF-250 da Agilent,
fase reversa. Com vazéo de 1,5 ml/min.

Uma quantidade de 5 ml de &cido tricloroacético (24%) foi adicionada gota a
gota a 10 ml das amostras, deixada em repouso durante 60 minutos a temperatura
ambiente, seguido por filtracdo em papel qualitativo, rejeitando as primeiras gotas.

O injetor utilizado foi seringa. O tempo de retencao foi entre 6,49 e 6,51 minutos.
As andlises foram realizadas no laboratorio da qualidade de leite da EV/IUFMG.

4.5 AQUISICAO DOS ESPECTROS NO NIR

O equipamento utilizado para coleta dos espectros foi um espectrébmetro da
marca Bruker modelo MPA — R (Figura 14), com o apoio do programa computacional
OPUS verséo 6.5, pertencente ao LEM do Departamento de Fisica da UFJF.

Este equipamento utiliza a transformada de Fourier e possui uma esfera de
integracdo. A aquisicdo dos espectros foi realizada na faixa 13500 a 3700 cm™* em
modo de reflexdo difusa, com resolucdo de 4 cm™ e 32 scans por leitura (cada espectro

€ uma média de 32 varreduras).

Figura 14: Espectrometro da marca Bruker modelo MPA— R
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4.6 PLS E RNA

A partir da aquisicdo do NIR e das quantificacbes pelo método de referéncia
HPLC foi utilizado o PLS e RNA para classificacdo das amostras. O PLS utiliza
informacdes dos conjuntos de dados da matriz espectral (X) para correlaciona-los com
as informacdes presentes do conjunto de dados de referéncia (Y).

A figura 15 apresenta um esquema do processo de calibracdo, sendo que o
modelo de calibracdo é uma relacao entre X (espectros NIR) e Y (método de referéncia)
e os diversos métodos de regressao irdo correlacionar ambos as informacdes de formas

diferentes.

Conjunto

Calibracao

Metodo
NIR Yferenoo
Aet Propr|edades
> Y1 Y2 ... etc
MATRIZ X MATRIZ Y

(absorbancias, etc)

Pré—TroTom% /
PROCESSO

CALIBRACAO

(PLS, PCR)

J L

MODELO

Figura 15: Esquema geral do processo de calibracdo (PLS)
Fonte: Sotelo, 2006

Na quantificacdo pelo RNA as amostras foram divididas em conjunto de
treinamento e validacdo. A arquitetura utilizada na rede foi do tipo Random K-folde.
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5.0RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 COMPOSICAO MEDIA DO LEITE UTILIZADO NO ESTUDO

Tabela 11: Composi¢do média do leite utilizado no estudo

Componente % Desvio Padrao
Proteina 3,38 0,078
Gordura 3,60 0,121
Lactose 4,53 0,138

5.2 ANALISES FiSICO-QUIMICAS DO LEITE CRU SEM ADIGAO DE SORO
As analises fisico-quimicas do leite cru sem adicdo de soro coletado em
propriedades rurais, no mesmo dia da sua producdo e imediatamente refrigerado

encontram-se na tabela 12.

Tabela 12: Andlises fisico-quimicas do leite utilizado no estudo

Parametros de qualidade Valor

Gordura 3,60%

Densidade 1.032,8 g/L

Acidez 15,22°D

indice crioscopico -0,548 °H - % H20 = 0%
Alizarol Normal

Ph 6,67

ESD(%m/m) 9,18%

Os resultados obtidos estavam dentro dos padrbes fixados pela Instrucéo
Normativa (IN) 62 (BRASIL, 2011).
Na figura 16 estdo representados os equipamentos utilizados nas analises

realizadas nas amostras de leite cru.
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C

Figura 16: A: Analise de acidez; B: Crioscopio; C: Lactoscopio

5.3 ANALISES DE REFERENCIA — CLAE

Os valores de cada amostra analisada pelo método CLAE em fungédo da

guantidade de CMP estdo demonstrados na tabela 13.
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Tabelal3: Concentracdes de CMP obtidas por CLAE em amostras adicionadas de soro

de leite
Amostra Concentragcao CLAE Amostra Concentracao CLAE
% soro %leite CMP mg/L % soro %leite CMP mg/L

01 0 100 0,951 16 20,5 79,5 438,46
02 1 99 24,61 17 0 100 0,487
03 4,25 95,75 73,05 18 1 99 25,98
04 7,5 92,5 147,74 19 4,25 95,75 88,35
05 10,75 89,25 192,22 20 7,5 92,5 158,55
06 14 86 276,63 21 10,75 89,25 225,94
07 17,25 82,75 309,61 22 14,0 86 246,96
08 20,5 79,5 392,45 23 17,25 82,75 310,87
09 0 100 0,664 24 20,5 79,5 424,65
10 1 99 23,27 25 2,5 97,5 52,44
11 4,25 95,75 81,55 26 6,0 94 113,36
12 7,5 92,5 152,17 27 9,0 91 187,51
13 10,75 89,25 205,63 28 19,0 81 419,28
14 14,0 86 276,49 29 22,0 78 379,83
15 17,25 82,75 331,61

Nas figuras 17 e 18 temos representados os tempos de retencdo de CMP em
torno de “6,496” e “6,495” minutos referentes as concentracdes de 147,74 e 331,610
mg/L de CMP, respectivamente.
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Retention Time
Name

0,05 0,05

volts
volts
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- 1A i 3_
UV-VIS(205nm)  Retention Time Area ESTD Units
Pk# name concentration
4 CMP 6,496 147,74 mg/L

Figural7: Representacdo do cromatograma referente 147,74 mg/L CMP e ao tempo

retencao 6,496.
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Figural8: Representacdo do cromatograma referente 331,610 mg/L CMP e ao tempo

retencdo 6,495.
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A figura 19 representa a concentragdo de CMP em relagdo a porcentagem
adicionada de soro de leite para o conjunto de validacdo. Os coeficientes de correlagcéo
encontrados para o0 conjunto de calibracdo foram R= 0,9978 e coeficiente de
determinacdo de R?= 0,9957 para 1° lote de repeticGes, R = 0,9958 e R?=0,9912 para
2° lote e R = 0,9969 e R? = 0,9939 para 3° lote. O R? é uma medida descritiva da
qualidade do ajuste obtido. Estes resultados demonstram que houve uma linearidade

entre a porcentagem de soro e a concentracdo de CMP.
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Figura 19: Concentracdo de CMP e porcentagem de soro referente as amostras de
calibragao.

A figura 20 representa a concentracdo de CMP em relagcdo a porcentagem

adicionada de soro de leite para o conjunto de validagao.
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Figura 20: Concentracdo de CMP e porcentagem de soro referente as amostras de

validacao.

5.4 ESPECTROS NO INFRAVERMELHO PROXIMO

Das 29 amostras analisadas por espectroscopia NIR, 8 analises utilizaram
amostras com niveis de adicdo de soro de 0% (amostra sem soro); 1%, 4,25%; 7,5%;
10,75%; 14%; 17,25%; e 20,5% analisadas em triplicatas, totalizando 24 amostras.
Outras 5 amostras com percentual de soro de 2,5%; 6%; 9%; 19% e 22% foram

utilizadas como conjunto de validacéo.

5.5 CORRECAO DO ESPALHAMENTO DA LUZ

Depois de obtidos os espectros no NIR das amostras de leite adulteradas com
soro, utilizou-se o filtro de MSC para normalizar cada observacdo em relacdo ao
espectro médio, e as variaveis foram centradas.

Os espectros representados na figura 21 foram obtidos em toda regido do
infravermelho préoximo 4000 a 12000 cm™ e construido o grafico de reflectancia x
nimero de ondas (cm™). Foi utilizada para desenvolvimento PLS toda a regido do

espectro, full spectros.
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Figura 21: Gréfico de Reflectancia x nimero de ondas (cm™) construido a partir dos

espectros obtidos em toda regido do infravermelho préximo de 4000 a 12000 cm™.

A figura 22 mostra os espectros NIR de 4000 cmta 12000 cm™ de leite cru sem
adulteracado, adulterado com 20,5% de soro de leite e soro de leite puro. As figuras 23 e
24 também ilustram a semelhanca entre os espectros de leite cru e leite cru adulterado
com soro. Os espectros do leite e leite adulterado sdo semelhantes, e ndo é facil
guantifica-los, necessitando de métodos quimiométricos como PLS para quantificacao

das amostras.
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Figura 22: Gréafico de Reflectancia x namero de onda (cm) referente amostras 0%
(sem soro), 20,5% de soro e soro de leite, construido a partir dos espectros obtidos em

toda regido do infravermelho préximo 4000 a 12000 cm™2.
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Figura 23: Gréfico de Reflectancia x nimero de onda (cm™) referente amostras 0%
(sem soro), 1%, 4,25%, 14%, 20,5%, construido a partir dos espectros obtidos em toda

regido do infravermelho préximo 4000 a 12000 cm™.
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Figura 24: Gréfico de reflectancia x numero de onda (cm™) referente amostras 2,5%,
7,5%, 10,75%, 14%, 20,5%, construido a partir dos espectros obtidos em toda regido do

infravermelho préximo 4000 a 12000 cm™.

5.6 REGRESSAO POR MINIMOS QUADRADOS PARCIAIS

A partir das aquisicdes NIR e das quantificacdes obtidas pelo método HPLC foi
elaborado um modelo de regresséo por PLS utilizando o software OPUS 6.5. O modelo
PLS foi ajustado utilizando 2 variaveis latentes, R?x igual 0,877 (relacionado ao
espectros de infravermelho-préximo) e R?y igual 0,998 (relacionado as concentracdes
fornecidas pelo método HPLC).

O modelo de calibracdo para adulteracdo com soro de leite apresentou RMSEE
igual 6,68 mg/L e RMSEP igual 39,36 mg/L por um modelo de PLS ajustado utilizando 2
fatores. Este modelo foi construido utilizando o MSC como pré-tratamento.

Os valores de RMSEE igual a 6,68 mg/L e RMSEP igual a 39,36 mg/L
correspondem em percentual de soro adicionado ao RMSEE igual 0,23% e RMSEP
igual a 1,91% respectivamente. Os resultados obtidos neste estudo revelaram que a
espectroscopia NIR em combinagédo com PLS tem um potencial viavel para quantificar

soro em amostras de leite cru.
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A figura 25 apresenta o grafico de correlacdo entre as quantificacdes obtidas

pela técnica NIR (eixo Y) e a técnica HPLC (eixo X).
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Figura 25: Observado x predito. Eixo-horizontal valores verdadeiros de CMP
quantificados pelo método HPLC, eixo-vertical valores de CMP obtidos pelo método de

infravermelho-proximo (A ) conjunto de calibragéo, () conjunto de validacéo.

Fazendo um ajuste linear entre os valores quantificados pelo método HPLC e
pela regressdo PLS com os espectros de infravermelho préximo, foi obtido um
coeficiente de determinacdo R? de 0,9885 para o conjunto de calibracédo e R? de 0,9543
para o conjunto de validagdo sugerindo que as medi¢coes de NIR podem ser utilizadas
para quantificar a adicdo de soro de leite em leite cru.

O estudo mostra que o PLS é um modelo excelente para predicdo de soro de

leite em leite cru.
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Tabela 14: Parametros obtidos para o modelo PLS para predicdo CMP

Parametros Soro % adicao de soro
R? 0,9885

RMSEE 6,68 mg/L 0,23%
RMSEP 39,37mg/L 1,91%

5. 7 REDES NEURAIS ARTIFICIAIS (RNA)
Para a aplicagéo das redes neurais, as amostras foram divididas em conjunto de
treinamento e validacdo. A arquitetura utilizada na rede foi do tipo Random K-folde os

parametros de avaliacdo encontram-se na tabela 15.

Tabela 15: Parametros de avaliagédo obtidos para o0 modelo RNA para predicdo CMP

Parametros Treinamento Validacdo
RSquare ou coeficiente de 0,99999 0,99996
determinacao

RMSE (raiz quadrada do erro 0,03002 1,06304
meédio)

MAD(desvio médio absoluto) 0,0228586 0,9296278
-LogLikelihood (Probabilidade -52,1772 5,9203046
logaritmica)

SSE (Soma dos erros quadraticos) 0,0225239 4,5202603
Sum Freq (Soma frequéncia) 25 4

O coeficiente de determinacdo R?igual 0,99999 e RMSE de 0,03002 no conjunto
utilizado no treinamento, R? igual 0,99996 e RMSE 1,06304 para o conjunto de
validacdo. O modelo de calibracdo multivariada por rede neural forneceu um modelo
capaz de quantificar a concentracao de soro. O processo de treinamento foi satisfatorio.

Isto pode ser verificado no processo de previsao, quando foi utilizado o modelo obtido
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para identificar as amostras que nao entraram no conjunto de treinamento e pelos
resultados obtidos dos parametros de avaliagdo constantes da tabela 15.

Como pode ser verificada nos graficos das figuras 26 e 27 a correlacdo dos
valores reais e previsto do CMP apresentam uma linearidade, com valores de

coeficiente de determinacdo extremamente proximo de 1.
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Figura 26: Gréafico da correlacdo dos valores reais e previsto do CMP referente

amostras de treinamento.
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Figura 27: Grafico da correlacdo dos valores reais e previsto do CMP referente

amostras de validacao.



S 0.04 — o s b
S - ° o °
é 0.00 ¢ . - e ® .
_ o o
L 0044 °
(@) 1 i ¢ °
'008 | T | T | T | T |
0 100 200 300 400
CMP Predicte

Figura 28: Grafico referente as representacdes dos valores de CMP previstos e CMP
residual referente as amostras de treinamento.
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Figura 29: Grafico referente as representacdes dos valores de CMP previstos e CMP
residual referente as amostras de validacao.
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6.0 CONCLUSAO

Baseando-se nos estudos pode-se concluir que a combinacdo entre a
espectroscopia NIR e o PLS € uma maneira apropriada para analises de determinacéo
de soro de leite obtido por acdo enzimatica no leite cru. Nos soro acido e soro obtido
por microfiltracdo n&o existe CMP.

A utilizacdo de RNA permite a quantificacdo de fraude por adicao de soro de leite
ao leite, demonstrando grande potencial de sua aplicacdo para selecdo das possiveis
amostras adulteradas.

Mostrando uma boa correlacdo entre a metodologia aqui apresentada, o NIR
juntamente com a abordagem PLS e, ou redes neurais apresentam em relacdo a
metodologia oficial por HPLC como vantagens: rapidez, auséncia de preparacdo de
amostra, auséncia do consumo de reagente e analise nao destrutiva.

Sugerimos pesquisas que possam cobrir maior variagdo de constituintes do leite

para aplicacdes praticas na industria laticinista.
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