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1: A matematica é a linguagem da natureza.
2: Tudo pode ser representado e compreendido através de nimeros.
3: Ao fazer graficos dos nimeros de quaisquer sistemas, surgem padroes.

Darren Aronofsky



RESUMO

A quantificacdo dos constituintes do leite é determinante para o estabelecimento de sua
qualidade nutricional, adequacao ao consumo humano e valor de mercado do produto.
Estima-se que o leite possua aproximadamente 100 mil constituintes distintos, embora a
maioria deles ainda nao tenham sido identificados. Os principais constituintes do leite sao
a agua, lipideos (gordura), proteinas e a lactose, ja os minerais e vitaminas sdo chamadas
de constituintes secundarios. Estes constituintes, sua distribui¢do e interacoes determinam
as caracteristicas fisicas do leite, tais caracteristicas sao monitoradas por institui¢oes
especializadas a fim de verificar a ocorréncia de problemas que afetam a composicao
do leite bem como verificar as suspeitas de adulteragao do produto apds a ordenha. O
objetivo do presente trabalho foi de aplicar a técnica de espectroscopia na regiao do
infravermelho-médio para a identificacao e quantificagao dos constituintes principais do
leite (gordura, proteinas e lactose), bem como a determinac¢ao do percentual de dgua
adicionada em amostras de leite liquido. A técnica aplicada apresenta alta sensibilidade
e reprodutibilidade de resultados. Como resultados verificou-se que a metodologia de
analise desenvolvida neste trabalho nao apresentou diferenga quando comparada com os
resultados obtidos pelas metodologias oficiais de analise na quantificagao dos teores de
gordura, proteinas e lactose em amostras de leite liquido, o mesmo foi observado para a
determinacao do percentual de agua adicionada ao leite. As vantagens de se utilizar esta
técnica espectroscopica na andlise de leite é que além de ser uma técnica rapida quando
comparada aos tradicionais métodos de bancada, pode-se analisar cerca de 40 amostras
em uma hora, também ¢é de baixo custo, ja que nao sao necessarios reagentes quimicos

nem preparo da amostra.

Palavras-chave: Infravermelho. Leite. Controle de qualidade.



ABSTRACT

The quantification of the constituents of milk is crucial for the establishment of its
nutritional quality, fitness for human consumption and market value of the product. It is
estimated that milk has approximately 100,000 different constituents, although most of
them have not yet been identified. The main constituents of milk are water, lipids (fats),
proteins and lactose, and the minerals and vitamins are called secondary constituents.
These constituents, their distribution and interactions determine the physical characteristics
of milk, that are monitored by specialized institutions to verify the occurrence of problems
that affect the composition of milk and check the suspected tampering of the product after
milking. The objective of this study was to apply the technique of infrared spectroscopy in
the medium-red region for the identification and quantification of the major constituents
of the milk (fat, protein and lactose), as well as determining the percentage of added water
in samples of liquid milk. The technique used has high sensitivity and reproducibility of
results. As a result it was found that the methodology of analysis developed in this study
showed no difference compared with the results obtained by official methods of analysis
to quantify the levels of fat, protein and lactose in samples of liquid milk, the same was
observed for the determination the percentage of water added to milk. The advantages of
using this spectroscopic technique in the analysis of milk is that, besides being a rapid
technique compared to traditional methods of chemical analysis, you can analyze about 40
samples in one hour, it is also inexpensive, since it is not necessary any chemical reagents

or sample preparation.

Key-words: Infrared. Milk. Quality control.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de métodos analiticos para a andlise de alimentos baseia-se
principalmente em duas abordagens: a medida de propriedades fisicas como fonte de
informagdo e a automacao de métodos quimicos [1]. Como medida de propriedades fisicas
pode-se citar a medida da densidade, indice de refracdo, condutividade elétrica, ponto
de congelamento, energia vibracional molecular e outras. Ja como métodos quimicos
uma caracterizacao exige por muitas vezes o preparo da amostra, com passos de extracao
com solventes, saponificacido, derivatizacao, para uma posterior classificacdo por meio
de reagoes quimicas ou ainda, no caso das técnicas de separacao, utiliza-se padroes das
substancias para construcgao da curva de calibragdo, mas se analisa apenas uma classe de

Ccompostos.

Destes métodos analiticos, os que sao baseados em medidas de propriedades fisicas
através da espectroscopia sao considerados os mais rapidos [1]. A espectroscopia pode ser
dividida em dois grandes grupos: a espectroscopia fotonica, relacionada a interagao da
radiagao eletromagnética com a matéria, e, por um abuso de linguagem, a espectroscopia

de massas, relacionada a medida de particulas, ambas com alto potencial analitico.

O presente trabalho tem dois objetivos. O primeiro é de verificar a sensibilidade
da espectroscopia na regiao do infravermelho médio para identificagao e quantificacao
dos constituintes principais do leite em amostras de leite liquido, visto que a maioria dos
trabalhos encontrados na literatura utilizam a regiao do infravermelho préoximo quando
existe grande quantidade de d4gua nas amostras [2-7]. Isso acontece porque a adgua tem

baixa absorc¢ao na regiao do infravermelho proximo.

A segundo objetivo tem como finalidade inferir sobre possiveis adultera¢ées no
leite devido a adi¢ao de dgua e posteriormente, desenvolver fotometros microcontrolados

dedicados a analise da qualidade do leite.

Na se¢ao 2 apresenta-se o objeto de estudo, o leite oriundo de vaca, e discute-se
sobre a necessidade de um método de andlise de rotina que seja rapido [8] e reprodutivel
pois se trata de um grande volume de amostra a ser analisada, além do fato do leite de ser
um material perecivel. Nesta se¢ao também sao apresentados os principais métodos de
analise previstos na Instru¢ao Normativa Numero 51 (IN51) para andlise dos constituintes

principais do leite [9].

Uma discussao sobre a formulagao tedrica do problema fisico envolvido na caracteri-
zagdo das moléculas de interesse presentes no leite é feita na secao 3. Nesta se¢do também
¢é apresentada uma abordagem classica da interacao da radiacao eletromagnética com a
matéria e do mecanismo instrumental utilizado nos experimentos, a espectroscopia com
transformada de Fourier. Esta técnica apresenta inimeras vantagens quando comparada

com a utilizagdo de equipamentos dispersivos [10]. Ainda na se¢do de aspectos tedricos
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discute-se sobre o tratamento de dados por métodos quimiométricos.

Na secao 4 é descrito o procedimento experimental utilizado, espectrofotometro
de infravermelho, parametros de aquisicdo de dados, cuidados com a amostra, além do

planejamento de experimentos realizado para melhorar o sistema de analise.

Os resultados decorrentes das medidas experimentais sdo apresentados na secao
de nimero 5, com énfase para as curvas de calibragdo dos analitos gordura, proteina e
lactose em leite UHT e leite cru. Também sao apresentados os resultados do modelo de
previsao para determinacao do percentual de dgua adicionada ao leite bem como testes
estatisticos para comparagao de medidas realizadas pela espectroscopia no infravermelho e

pelas medidas realizadas a partir da metodologia oficial.

Ao final tem-se as conclusoes e perspectivas deste trabalho e na sequéncia as

referéncias para a elaboragao do mesmo.
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2 O OBJETO DE ESTUDO: O LEITE

2.1 VISAO GERAL

Entende-se por leite, sem outra especificagdo, como o produto oriundo da ordenha
de vacas. O leite proveniente de outros animais deve denominar-se segundo a espécie de
que proceda [11], ou seja, leite de cabra ou leite de bifala. O leite é um produto oriundo
da secrecao da glandula mamaria, sendo uma mistura extremamente complexa e nutritiva
com cerca de 12 a 13% de sua composicao devido a diversos elementos sélidos que se

encontram em solugdo ou em suspensao em aproximadamente 87% de dgua [12].

Os principais constituintes do leite sdo a agua, lipideos (gordura), proteinas e
a lactose, e os minerais e vitaminas os constituintes secundarios. A caseina, principal
proteina do leite [13], encontra-se na forma de particulas (micelas) sélidas muito pequenas
que ficam em suspensdo. A gordura, também em suspensao, forma pequenos globulos que
nao se misturam com a agua. A lactose, sais e vitaminas estao totalmente dissolvidos na

agua presente no leite.

Estes constituintes, sua distribuicao e interacoes determinam as caracteristicas
fisicas do leite. Tais caracteristicas sdo monitoradas por institui¢oes especializadas [9] a
fim de verificar a ocorréncia de problemas que afetam a composicao do leite bem como

verificar as suspeitas de adulteracao do produto apds a ordenha.

Além de importante fonte de alimento em uma dieta saudédvel, caracterizado como
um dos alimentos mais ricos que se pode desfrutar [14], o leite tem também grande
impacto econémico e social. Tanto na base da producao, zona rural, como nos centros de
beneficiamento do produto, zona urbana, uma grande logistica esta envolvida, desde a
escolha do terreno, trato do rebanho, cuidados com a ordenha, transporte, processamento

e produtos secundarios até sua comercializagao como produto final.

Neste sentido é relevante mensurar a producgdo de leite que estda diretamente
relacionada com o volume de andlises que devem ser realizadas diariamente. Esta grande
produgao de leite determina diretamente a técnica laboratorial de andlise a ser empregada,
técnica esta que deve proporcionar uma analise rapida, ja que se trata de um produto
altamente perecivel. A tabela abaixo d4 um panorama da producao mundial de leite de

vaca [15].



Tabela 1 — Produ¢ao mundial de leite de vaca em 2007.

Pais Produgao de anual de Leite (toneladas)
Estados Unidos da América 85.9
India 48.1
China 35.2
Russia 32.6
Brasil 28.0
Nova Zelandia 17.0
Paquistao 12.4
Ucrania 11.6
Peru 11.6
Mexico 10.9
Argentina 10.3

Fonte: O AUTOR.
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A maior parte da producao de leite no Brasil é devida a produgao da regiao

sudeste [16], com maior destaque para a produgao do estado de Minas Gerais que entra no

balang¢o com 28% do total da produgdo nacional [17], com aproximadamente 7 milhdes de

litros de leite por ano [16].

2.2 CONSTITUINTES PRINCIPAIS DO LEITE E METODOS DE ANALISE

A quantificacao dos constituintes do leite é determinante para o estabelecimento

de sua qualidade nutricional, estabelecer se é ou nao adequado ao consumo humano além

de classificar o produto com um determinado valor de mercado. Estima-se que o leite

possua aproximadamente 100 mil constituintes distintos, embora a maioria deles ainda

nao tenham sido identificados [18]. A composicao do leite de vaca é apresentada na tabela

abaixo [19].
Tabela 2 — Constituintes do Leite.
Constituinte Teor (%) | Variacao (%)

Agua 87,3 85,5-88,7

Lactose 4.6 3,8-5,3

Gordura 3,9 2,4-5,5

Proteinas 3,25 2,3-4,4

Substancias minerais 0,65 0,53-0,8
Acidos organicos 0,18 0,13-0,22

Outros 0,12 -

Fonte: O AUTOR.

A quantidade de leite produzido assim como a sua composi¢ao apresentam variagoes

decorrentes dos seguintes fatores: raca do gado, alimentagao ingerida pelos animais, estagao
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do ano, doencgas e periodo da lactacao e ainda fraudes e adulteracoes.

A Instrugao Normativa nimero 51 (IN51) [9] descreve os regulamentos técnicos de
produgao, identidade e qualidade dos diferentes tipos de leite comercializados no Brasil, ja
os métodos oficiais de andlises fisico-quimicas para o controle de leite e produtos lacteos
adotados pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) sdo descritos
pela Instrugdo Normativa ntimero 68 (IN68) [20]. Uma descri¢ao sucinta de tais métodos

de andlise é apresentada nas subsegoes que se seguem.

221 AQUA

A agua é o constituinte encontrado em maior proporc¢ao no leite, sua maior parte
encontra-se como agua livre [18], embora haja dgua ligada a outros componentes como
proteinas, lactose e substancias minerais. A quantidade de agua no leite é regulada pela
quantidade de lactose sintetizada pelas células secretoras da glandula mamaria. A agua
do leite provém do complexo de golgi, a partir da difusao da lactose para o interior das
vesiculas. Nesta migragdo, a 4gua é incorporada por osmose [21]. A producao de leite é
rapidamente afetada pelo suprimento de dgua e diminui no mesmo dia em que a agua

destinada ao consumo animal é limitada ou nao esta disponivel.

A tabela 3 abaixo descreve a principal metodologia de analise para a determinagao
da quantidade de dgua adicionada ao leite, a crioscopia eletronica, esta é a técnica oficial
do MAPA. Ainda na tabela 3 é apresentado o funcionamento bésico da quantificagdo de
substancias por métodos espectroscopicos onde se enquadra a metodologia discutida no

presente trabalho, a espectroscopia no infravermelho médio.
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Tabela 3 — Métodos de analise de dgua no leite.

Método Principio

Depressao do ponto de | O super congelamento de uma amostra de
congelamento (IN68). | leite a uma temperatura apropriada e apli-
cacao de uma agitagao mecanica ocasiona
um rapido aumento da temperatura até um
patamar o qual corresponde ao ponto de
congelamento da amostra. KEsta medida é
realizada com um crioscopio eletronico. O
grau crioscopico do leite fraudado com agua
tende a aproximar-se de 0C', ponto de con-
gelamento da dgua. Uma leitura superior a
—0,530H(—0,512C) sugere indicios de adul-
teragao por adigao de dgua [9,11,18].
Espectroscopia. O principio utilizado na quantificacao de ana-
litos, por meio de métodos espectroscopi-
cos, ¢ a lei de Lambert-Beer, que estabelece
que a quantidade de luz absorvida num de-
terminado comprimento de onda, ¢é direta-
mente proporcional a concentracao da amos-
tra. A molécula de agua, apresenta forte
absorcao nas regioes proximas a 1660, 3400 e
em 2131em™!. [22,23].

Fonte: O AUTOR.

O método padrao para determinagao do percentual de dgua adicionada ao leite
segundo o Ministério da Agricultura é a crioscopia eletronica [24], mas a medida do indice

de refragdo e da densidade do leite também sao indicadores de adi¢do de dgua no leite.

2.2.2 GORDURA

A gordura, ocorre em sua maioria em pequenos glébulos na forma de triacilgliceri-
deos formados pela ligacao de glicerol a acidos graxos. Cada glébulo com didmetro que
varia de 0,1 a 15 pum [19], é revestido por uma camada de fosfolipidios que previne os
globulos de se agregarem entre si, esses fosfolipideos provocam a repulsao a outros globulos
de gordura e a atracao de moléculas de agua. O leite apresenta cerca de 440 ésteres
diferentes [18], provenientes principalmente de unidades do glicerol esterificadas com acidos
de cadeia curta (menos de 8 atomos de carbono), mas também com &cidos de cadeia
longa (acima de 12 carbonos), predominantemente o acido oleico (monoinsaturado) e o
acido linoleico (poliinsaturado) [13]. A gordura é o constituinte que sofre a maior varia¢ao
(tabela 2) em razao da alimentagdo, raga e estacdo do ano, e também é o constituinte mais

avaliado no momento de agregar valor ao produto.
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Figura 1 — Formacao da estrutura quimica da molécula de gordura.

Fonte: O AUTOR.

Ry, Ry, R3, na figura 1, sdo cadeias carbonicas presentes nos acidos graxos (oléico,

linoleico...) que dao origem aos triacilglicerideos suas caracteristicas individuais [25].

A tabela 4 apresenta o método padrao para determinacao da concentragao de
gordura total presente no leite e a regiao de interesse para a quantificacao dos teores de
gordura por meio de medidas espectroscopicas.
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Tabela 4 — Métodos de analise de gordura no leite.

Método Principio
Roese-Gottlieb Baseia-se no uso de hidréxido de amonio para
(INGS). solubilizar a caseina, neutralizar a acidez e

reduzir a viscosidade; de alcool etilico para
quebrar a emulsao gordura-caseina e da mis-
tura éter etilico-éter de petréleo para extrair
a gordura. O éter de petréleo é usado para
diminuir a solubilidade das substancias nao
lipidicas, soliiveis no éter etilico. A gordura
assim extraida é determinada gravimetrica-

mente.
Butirométrico  (Ger- | Baseia-se no ataque seletivo da matéria orga-
ber) (IN68). nica por meio de acido sulfirico, com excegao

da gordura que sera separada por centrifu-
gacao, auxiliada pelo alcool amilico, que mo-
difica a tensdo superficial. A leitura é feita
diretamente no Butirometro de Gerber.
Espectroscopia. O principio utilizado é a lei de Lambert-Beer.
O grupo carbonila presente nos ésteres, figura
1, absorve na regiao entre a 1736 — 1805¢m !
[22,26-29], esta faixa espectral também é
chamada de gordura A. Grupos CH, figura
1, (presentes em Ry, Ry, R3 ,...) absorvem na
regiao em torno de 2800 — 3000cm ™! [22,26-
29], esta regiao é chamada de gordura B. Estas
absorgoes estabelecem os teores de gordura.

Fonte: O AUTOR.

Existem outros métodos que podem ser utilizados na determinacao da gordura total
presente no leite, contudo, os métodos de analise indicados pelo MAPA sao os descritos na
tabela 4. Neste trabalho, foi utilizado o método de Gerber para analisar o percentual de

gordura presente no leite.

2.2.3 PROTEINAS

As proteinas representam 95% do total de compostos nitrogenados do leite bovino,
o nitrogénio protéico é constituido por cerca de 80% de nitrogénio caseinico e 20%
de nitrogénio nao-caseinico (albuminas e globulinas) [12]. Diversos fatores influenciam
na composicao das proteinas do leite tais como a temperatura ambiente, doencas do
animal, nimero de pari¢des e teor energético da alimentagdao. Os blocos construtores das
proteinas sao os aminoacidos, a figura abaixo apresenta a estrutura geral de uma proteina,

aminoacidos unidos por ligagoes peptidicas.
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Figura 2 — Formacao da estrutura quimica da molécula de proteina.

Fonte: O AUTOR.

A tabela 5 descreve o método padrao para a determinagao da concentragao de
proteinas presentes no leite e a regiao de interesse para a quantificacao dos teores de

proteinas por meio de medidas espectroscopicas.

Tabela 5 — Métodos de andlise de proteina no leite.

Método Principio
Nitrogénio total (Kjel- | Baseia-se na transformacao do nitrogénio da
dahl) (IN68). amostra em sulfato de amonio através da di-

gestao com acido sulfirico p.a. e posterior
destilagao com liberacao da amonia, que é
fixada em solucao acida e titulada [11,26].
Espectroscopia. O principio utilizado é a lei de Lambert-
Beer. As proteinas sao formadas pela uniao
do grupo amino de um aminoacido com o
grupo carboxila de outro aminoacido, a jun-
¢ao destes dois grupos da origem a um grupo
amida, chamada de ligagao peptidica [30], fi-
gura 2. Estas ligagoes peptidicas absorvem
em torno de 1538 — 1570cm ™! [22,26-29] e
sao relacionadas aos teores de proteinas totais
do leite.

Fonte: O AUTOR.
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O método utilizado neste trabalho para determinar o teor de proteinas no leite
foi o método de Kjeldahl. Este é considerado método referéncia para a determinagao do
percentual de proteinas presente no leite [24], entretanto, outros métodos sao utilizados
para esta determinacgao, como métodos colorimétricos e titulacao, que embora sejam mais

rapidos e mais praticos que o Kjeldahl nao sao considerados como métodos de referéncia
pelo MAPA.

2.24 LACTOSE

A lactose é o carboidrato caracteristico do leite [12], formado a partir da unido de
uma molécula de glicose com uma molécula de galactose, figura 3, sendo o constituinte

solido presente no leite que sofre menor variacdo de sua composicao, tabela 2.

CH,OH CH20H

H OH H OH
Galactose Glicose

Lactose

Figura 3 — Formacao da estrutura quimica da molécula de lactose.

Fonte: O AUTOR.

A tabela abaixo descreve uma das principais metodologias disponiveis para a
determinacao da concentracao de lactose no leite e a regiao de interesse para a quantificagao

dos teores de lactose por meio medidas espectroscopicas.



Tabela 6 — Métodos de andlise de lactose no leite.

Método

Principio

Lane-Eynon (IN68).

Fundamenta-se na reducao dos ions cupricos
a fons cuprosos pelo agicar redutor em meio
alcalino, a quente [11,26].

Cloramina-T (IN68).

Fundamenta-se na quantidade de iodo li-
berada por uma amostra adicionada de
cloramina-T e iodeto de potassio.

Espectroscopia.

O principio utilizado é a lei de Lambert-
Beer. Os grupos hidroxila da lactose, figura
3, absorvem em torno de 1039 — 1041cm ™!
[22,26,27,29], a absorgao nesta regiao deter-
mina os teores de lactose presente no leite.

Fonte: O AUTOR.
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A metodologia padrao descrita pela Federagao Internacional de Léacteos (Internati-

onal Dairy Federation - IDF) para anélise de lactose é através de cromatografia a liquido

de alta eficiéncia - HPLC e também pela medida de absorcao na regiao do ultra-violeta

em 340 nm apds adequado tratamento da amostra [24].

Contudo, o MAPA considera como oficiais os métodos descritos na tabela 6, neste

trabalho utilizou-se o método de Lane-Eynon na determinacao dos teores de lactose

presente no leite.
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3 ASPECTOS TEORICOS

3.1 ABSORCAO MOLECULAR

O objetivo desta secao é apresentar a formulagao tedrica do fendmeno fisico envolvido
na interagdao entre uma onda eletromagnética e o meio material, centrando a discussao no

que diz respeito a absor¢ao molecular.

Um modelo classico para a abordagem desta se¢ao é apresentado pela figura abaixo:

Figura 4 — Modelo para interagdo do campo E com a matéria.

Fonte: O AUTOR.

A equacado de movimento para o elétron com carga —e, com massa m preso ao
nicleo atomico por uma forga elastica que o faz oscilar com frequéncia wy em torno da
posicao de equilibrio, sujeito a um amortecimento e forcado pela atuacao de um campo

elétrico E ¢ descrita por [31]:

d*7 dz . "
Mmoo + ym_y +mwit = —eE (3.1)

Usando a aproximagao de que o elétron nao tem inércia, ou seja, ele ird oscilar com a

mesma frequéncia w do campo E aplicado, tem-se:
T = xge” ! (3.2)

onde ¥ representa o vetor posi¢ao do elétron e «y, presente na forca de arraste, é a constante
de amortecimento proporcional a velocidade de oscilacao do elétron. Substituindo a solucgao
de (3.2) em (3.1), chega-se a:

[ —
F=——(wj—w?—iyw) 'E (3.3)
Como a contribui¢do para o momento de dipolo, por elétron é:

P=—cf (3.4)
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usando a eq. (3.3) pode-se escrever o momento de dipolo P como:

2 —

Bl —u? — iy B |
m(wo w* — iyw) (3.5)

Q)

Generalizando este resultado para N moléculas por unidade de volume e cada

atomo com Z elétrons, fig. 5 abaixo, tem-se a eq. (3.5) modificada para

o _ o

O,
©°°
o)

i Vi

V4

elétrons

Figura 5 — Modelo para o célculo de P.

Fonte: O AUTOR.

P=Y P = — > filwd —w? —iyw) T E (3.6)
onde tem-se f; elétrons por molécula e a soma deste é Z elétrons por molécula (= sumf;).

Nesta equagao, (3.6), pode-se ver claramente que o comportamento da polarizacao
da molécula muda abruptamente quando a frequéncia w do campo E aplicado se aproxima
da frequéncia w; natural de oscilacao do elétron. Quando isso ocorre, o denominador da

eq. (3.6), entre parenteses, tem um minimo, logo, o valor de P um maximo.

Fazendo o uso das equagoes de Maxwell no meio material [32]: eq:ml V X E —
oH
—pll ) q o
€Qm2VXH:5%+%+J
eq:m3V-E=-1V.P

—

eq : m4V - H = 0 tomando o rotacional de (??) e com o uso de (??) e (3.6), chega-se a:

- Ne? 1 O*E
V’E = 1 : 3.7
Mg( * em ?—wQ—iij> ot? (37)
Com a eq. (3.7) e a forma do vetor campo elétrico, E = Eye'**=+)  chega-se

facilmente a:

2/ Ne? 1
k2= (1 + 28 ) (3.8)

2 T2 02 A

c EM Wi —w? — iYW
ou seja, conclui-se que o nimero de onda k é uma quantidade complexa. Desta forma,
tem-se:

K = kpoa] + tkimag = k + i (3.9)
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Este resultado implica na atenuacao do campo elétrico dado por:
E = Egeoveitke—wt) (3.10)

Ou seja, a natureza complexa do nimero de onda r, eq. (3.1),obtido pelo sistema baseado
na figura (4) implica em uma atenuacao do campo elétrico dado pela eq. (3.10), esta
atenuacao ocorre quando existe uma ressonancia entre a frequéncia w do campo aplicado
no material e a frequéncia natural de oscilagao wy do meio material. Esta atenuacao, ou
perda na energia do campo E que atravessa um determinado material, ¢ a quantidade
a ser medida em algumas técnicas espectroscopicas, como a que sera discutida adiante,
e que caracteriza inequivocadamente a amostra em estudo, pois a absorcao de energia ¢é
uma caracteristica tinica de cada tipo de grupamento quimico, como uma assinatura da

estrutura molecular do objeto em estudo.

A determinagao algébrica das frequéncias naturais de oscilagao de uma molécula
nao é uma tarefa facil, a determinagdo mais simples que pode ser feita é baseada em um
sistema de massa-mola, como o apresentado na figura 6 abaixo, este sistema é chamado de

oscilador harmonico para molécula diatomica:

Figura 6 — Massa-mola e a frequéncia natural de oscilagio.

Fonte: O AUTOR.

A frequéncia de oscilagao para este sistema é dada por [33]:

1 |k

f=5 . (3.11)

onde p é a massa reduzida do sistema composto por m; e mo, dois &tomos, e k é a constante

de ligacao entre esses atomos.

Para moléculas complexas, as energias de absorc¢ao, ou o espectro caracteristico,
sao obtidos por meio de calculos computacionais complexos ou a partir de uma medida
espectroscopica feita com a substdncia pura. As moléculas que sdo objeto de estudo
do presente trabalho sdo de extrema complexidade e seus espectros de infravermelho
caracteristicos estao descritos na literatura, as regioes de interesse estao descritas na se¢ao

de ntmero 2.

Agora que se sabe um pouco sobre a interagao fisica que ocorre num processo de
absorcao molecular passa-se para a proxima se¢ao afim de discutir sobre o mecanismo de

obtencao de tais medidas.
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3.2 ESPECTROSCOPIA COM TRANSFORMADA DE FOURIER

As medidas de transmitancia realizadas no presente trabalho foram obtidas com
o uso de um espectrofotometro com Transformada de Fourier que opera na regiao do
infravermelho médio do espetro eletromagnético (400 — 4000cm™"), técnica comumente
denominada por FT-MIR. Sendo assim, o objetivo desta subsecao é apresentar os principais
fendmenos fisicos envolvidos nos quais sao baseados os arranjos experimentais da técnica

de espectroscopia com transformada de Fourier.

Inicia-se esta discussao abordando o fendmeno da interferéncia. A interferéncia
consiste na interacao de movimentos ondulatorios com mesmas frequéncias de oscilagao e

amplitude mas que mantém, entre si, uma diferenca de fase 0 [34].

Para visualizar esta situagao basta analisar a figura 7, composta por uma fonte S
que irradia luz monocromatica de frequéncia w e comprimento de onda A\ que se propaga

no espaco com velocidade c.

caminho “1”

AL E, I

fonte “S” anteparo “P”

caminho “2”

L E, I

Figura 7 — Interferéncia.

Fonte: O AUTOR.

A intensidade de luz I que chega no ponto P, um anteparo qualquer, é dada pela
média temporal do vetor de Poynting S , cuja magnitude fornece a densidade de fluxo

de energia associada a uma onda eletromagnética, esta grandeza pode ser medida e tem

watt

mmo] no sistema internacional de unidades de medida.

dimensao de {

I=<S> (3.12)

O vetor de Poynting é definido por [32]:

S=ExH (3.13)
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Nesta equacao, F representa o vetor campo elétrico e H o vetor campo magnético.

Como a magnitude de H se relaciona com E por
H = ecE (3.14)

tem-se entao:

S =ecE x (E x k) (3.15)

onde € é a permissividade elétrica na qual a onda eletromagnética se propaga, k é o vetor
de onda unitario, que fornece a direcdo de propagacao da onda eletromagnética. Pelo
principio da superposicao o campo eletromagnético resultante E que chega no anteparo P,

da figura 7, é dado por

E = E, + E, (3.16)
onde
E, = Aelkz=«t) (3.17)
€
E, = Belkr=wt+9) (3.18)

onde a letra grega ¢ presente na exponencial do campo 52 representa a diferenca de fase
entre as duas ondas El e EE provocada pela diferenca de caminho no percurso da fonte S

até a chegada no anteparo P, da figura 7.

Desta forma, um detector colocado no anteparo P faria a seguinte medida de

intensidade de luz que ali chega:
[=<S8>=e<EE> (3.19)

como o vetor campo elétrico F é resultante das contribui¢oes provenientes de E; e E,

pode-se escrever:
I=e(<E}>+<E;>+<E.E;>+<FE;.E>) (3.20)

ou
I = 60([1 + [2 +2 [1[2 COS 6) (321)

Nesta equacao os termos I e I5 sao, respectivamente, a intensidade de luz proveni-
ente do feixe de luz que viajou pelos caminhos 1 e 2 da figura 7. O termo 2+/I115cosé é

chamado termo de interferéncia.

Esta equacao mostra que a intensidade de luz que chega no detector depende do
comportamento da funcao cosseno onde, para que se tenha uma irradiancia maxima em P é
necessario que a diferenca de caminho ¢ entre os dois feixes seja proporcional a 0, 27, 47, ...

com a mesma analise conclui-se que tem-se minimos de intensidade de luz em P quando a
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diferenca de caminho d é proporcional a m, 3, ..., uma visualizacao deste comportamento
¢é apresentada na figura 8.

A diferenca de fase 0 presente na equacao que introduz a diferenca de caminho

percorrida pelos dois feixes pode ser escrita como:
6] = ka' (3.22)
Para o caso de irradiancias iguais a equagao (3.21) se reduz a:

I(z') = ec(Iy + Iy + 24/ 1 I; cos k') = Io(1 + cos ka') (3.23)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
d=cos(kx')

Figura 8 — Intensidade de luz em fungéo de § e respectivo padrdo de franjas de interferéncia.

Fonte: O AUTOR.

A este comportamento da intensidade I(z'), que pode ser méxima ou minima,
dependendo da diferenca de fase 9, figura 8, entre os dois movimentos ondulatérios E; e
FE5, da-se o nome de interferéncia construtiva e interferéncia destrutiva, respectivamente, e

aos padroes de regioes claras e regioes escuras alternadamente, da-se o nome de franjas ou

figuras de interferéncia.

Interferémetros sao configuracoes que usam este fenomeno da interferéncia para a

determinacao de algumas grandezas fisicas.
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Existem dois tipos de interferometros [35]: interferdmetros de divisao de frente de
onda, quando o feixe é dividido ao passar por diferentes aberturas colocadas lado a lado
(semelhante ao experimento de Young [32] de dupla fenda) e interferometros de divisao
de amplitude, quando o feixe é dividido em superficies parcialmente refletoras (como no
interferémetro de Michelson fig.9 [32]).

M1
L]
S x’
S
® > -
B <
p M2

Figura 9 — Esquema do Interferometro de Michelson.

Fonte: O AUTOR.

O interferometro de Michelson, esquematizado na figura 9, ficou amplamente
conhecido por sua contribuicao para a formulacao da teoria da relatividade especial de
Einstein quando Michelson e Morley provaram a inexisténcia do éter. Suas aplicagoes,
como a medida de pequenos deslocamentos e do indice de refracao da luz, ficaram limitadas
por muitos anos até o advento da computacao, que tornou possivel os calculos mateméaticos
necessarios nas integragoes da espectroscopia de Fourier. Num interferometro de Michelson,
um feixe luminoso proveniente da fonte S incide em um semi-espelho divisor de feixe B
(beamsplitter) e é dividido em dois feixes, um viaja até o espelho fixo M1 e o outro viaja
até o espelho mével M2. Os feixes refletem nestes espelhos M1 e M2 e retornam até
o divisor de feixe B, estes dois feixes entao se recombinam e viajam até um ponto de

observacao em P.

Analisando a expressao (3.23), experimentalmente, pode-se introduzir um detector
na saida do interferébmetro, este detector serviria para registrar a intensidade de luz em
funcao do deslocamento 2’ do espelho M2 do interferometro, Iy independe do movimento

deste espelho e o termo cos kz’ é o termo de interferéncia.

Entretanto, para aplicacoes espectroscopicas, no lugar de uma fonte de luz mono-
cromatica deve-se utilizar uma fonte de luz nao-monocromatica, que tenha emissao em

uma determinada regiao de interesse do espectro eletromagnético, para entao obter um
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padrao de interferéncia proveniente de diferentes comprimentos de onda A, ou seja, uma

analise espectral.

Neste caso, com a utilizagdo de uma fonte de luz nao monocromatica, a expressao da
irradidncia (eq. 3.23) que chega ao detector precisa ser modificada, sendo necessaria a adigao
de um termo que pondere a intensidade de luz emitida pela fonte em cada comprimento de
onda A, do espectro no lugar da contribui¢ao devido a um tinico comprimento de onda A,

este termo é chamado de distribui¢ao espectral G(k). Fazendo tal modifica¢do obtém-se:
I(2) = / G(k)dk[L + cos kz'| (3.24)
0

a funcdo cosseno, presente no integrando, pode ser escrita em termos de exponenciais,

desta forma:
A o 1 o ikx’ > —ikx’ )
(') _/0 G(k)dk + (/0 G(k)e le—/O G(k)e™ dk (3.25)

observando que a primeira integral independe da diferenca de caminho 2’ e, fazendo uma

troca de variaveis k por —k, apenas na tultima integral, pode-se escrever:

/ 1 ° ™ ikx’
I) =T+ o I \EG(k)e dk (3.26)

que é 0 mesmo que

/ / 1 o ™ ikx’
W) = 1) ~ I = o [ \/;G(k;)e K gk (3.27)

a fungdo W (a') recebe o nome de interferograma. Seu comportamento descreve a intensi-
dade de luz que chega ao detector em funcao da diferenca de caminho z’ provocada pelo

movimento de um dos bragos (M2) do interferémetro.

E interessante a descricio matematica da funcdo W (z'), a forma de W(z') na
expressao (3.27) é chamada de transformada de Fourier da fun¢ao G(k) e, pelo teorema
da inversao de Fourier [36] obtemos a relac¢ao inversa:

Lpeo N ,—tka’ g/
G(k) = f/ W (z')e e dx (3.28)
T J—o0o
A fungdo G(k), que recebe o nome de distribuigao espectral, fornece a intensidade

de luz que chega ao detector em cada nimero de onda k. Desta maneira a funcao G(k)

descreve o espectro eletromagnético que é irradiado pela fonte S.

Este passo matemético que muda o espago das fungdes de W (z') para G(k), ou
seja, um interferograma para um espectro, dé origem ao nome da técnica "espectroscopia
com transformada de Fourier'. A espectroscopia com transformada de Fourier consiste em
gravar W (z') como uma fungao de 2’ e transformar matematicamente esta relacao para
obter G(k) em funcao de k.
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Na prética, W (z') é substituida por uma fungao f(t), pois como o espelho do
interferometro se move com velocidade constante, v = 2't, a aquisicdo de dados para o
interferograma é feita em determinados intervalos de tempo ¢, por isso a expressao para
W (z') é conhecida como dominio de tempo. De forma andloga, a fungao G(k) é substituida
por uma g(w), pois como w = ck, é usual registrar a dependéncia em frequéncia w, e a
expressao fica conhecida como dominio das frequéncias. Como f(t) e g(w) sdo pares de
transformada de Fourier, uma funcio opera em um espaco e a outra no espago reciproco.

Desta forma tem-se entao:

£(t) = ¢12_7T | g ra (3.29)

g(w) = \/127 /_ O:O F(t)etdt (3.30)

No entanto, as equagoes (3.29) e (3.30) ndo podem ser empregadas como estao
escritas porque nao é possivel mover o espelho a um comprimento infinito e, porque a
radiagao nao assume valor nulo. Neste ponto entdo, é necessario um tratamento matematico
chamado de apodizacao [37,38], a apodizagdo tem por objetivo avaliar o interferograma
que sera convertido em um espectro por meio do calculo da transformada de Fourier
apenas em uma regiao apreciavel, ou seja, cortar o interferograma em uma certa regiao
com a finalidade de reduzir picos laterais que nao contribuem para a analise espectral.
Esta truncagem pode ser feita por um corte quadrado, como na fungao de apodizacao
Bozcar, mas também pode ser feita a apodizacao Triangular ou ainda utilizar fungoes
mais complexas que suavizam mais ainda este corte, como a funcao NB Strong, Happ

Genzel e outras [39].

Uma boa aproximagao para resolver o problema dos limites de integragao, é assumir
que em um espectrofotometro real a irradiancia que emerge do interferémetro se comporta
como um pulso finito de ondas senoidais. Considere entao um trem de ondas se repetindo
n vezes tantas quantas forem os pontos onde ocorrem interferéncias construtivas devido ao
movimento do espelho do interferometro. Estas variagoes podem ser escritas em termos

da funcao:

Tloldt se —R <t <D
£ () ={ ‘ e : (3.31)
0 senao

Tal aproximagao para a fungao f(t), na eq.(3.31), de assumir um determinado
comportamento em uma regiao e ser nula em todo o restante, é analogo ao procedimento
utilizado na apodizacao Boxzcar. Substituindo a eq. (3.31) em (3.30), tem-se:

I
g(w) = E _m
desprezando a parte imaginaria e o fato da paridade impar da fun¢ao seno, obtém-se:

17 . ~[2sin(w —wo) 7]
g(w) = N cos [(w — wo)t]dt = T o w (3.33)

ellwmwo)t gy (3.32)
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Graficamente, figura 10, tem-se: para uma fonte monocromatica, a parte real
de f(t), eq.(3.31) que representa o "trem de ondas finito", g(w) eq.(3.32) que ilustra a
transformada de Fourier de f(¢) e finalmente, G(w) = |g(w)|* que representa a densidade

de energia ou distribuicao espectral.

.
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Figura 10 — Simulagao das fungoes f(t), g(w) e G(w) para uma fonte monocromatica.

Fonte: O AUTOR.

Para o caso de uma fonte de luz ndo monocromaética (caso real em espectroscopia
por transformada de Fourier) pode ser feita a mesma aproximagao, de um "trem de ondas
finito", onde deve-se corrigir que a contribui¢do em f(¢) ndo se deve apenas a uma unica
frequéncia wy como na eq. (3.31) mas sim a uma distribui¢do continua de frequéncias
w, que caracterizam a emissao de uma lampada em uma determinada regiao do espectro
eletromagnético. Supondo uma lampada hipotética com emissdes bem definidas apenas

em torno das frequéncias wy,ws,ws, tem-se os seguintes esbogos da forma de f(t), g(w) e

G(w).
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Figura 11 — Simulagio das fungoes f(¢), g(w) e G(w) para uma fonte ndo-monocromatica.

Fonte: O AUTOR.

Até este momento foi descrito como se obter o espectro de emissdo de uma fonte

de luz ndo-monocromatica com a utilizacdo de um Interferometro de Michelson em vez de
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um mecanismo dispersivo como um prisma ou uma rede de difragao, ou seja, discutiu-se
o funcionamento da espectroscopia por transformada de Fourier. O préximo passo é

introduzir a amostra a ser analisada, para isso, considera-se o esquema abaixo:

M1
S PR |
A x,
S
& > >
B <
o
M2

ks

Figura 12 — Medida de transmitancia - Espectrofotdmetro por transformada de Fourier.

Fonte: O AUTOR.

A figura 12 mostra que, a intensidade de luz que emerge do interferémetro Iy é a
radiagao emitida pela lampada utilizada, esta por¢ao [y incide na amostra colocada na
saida do interferometro e o detector mede somente uma fracao desta, ou seja, a fracao
que atravessa a amostra, denotada por ;. Deve-se ressaltar que as quantidades [y e I; sdo
medidas individualmente para cada frequéncia w e a combinacao da sequéncia de cada w

medido forma um espectro.

Na sec¢ao anterior (3.1 - Absor¢ao molecular) discutiu-se que apenas as frequéncias
proximas as frequéncias de ressonancia de cada ligagao quimica promovem excitacao da
molécula pela absorcao de uma energia caracteristica. A andlise espectroscopica consiste
em incidir uma determinada radiacdo na amostra de interesse e medir se esta radiagao
foi absorvida ou nao. Como tais absor¢oes sao muito bem definidas para cada tipo de
grupamento quimico a analise espectroscépica de um determinado material permite extrair
informacoes a respeito de sua estrutura quimica além de quantificar estas estruturas de

interesse.

As medidas espectroscopicas realizadas neste trabalho sdo chamadas de medidas de
transmitancia. Transmitancia é uma propriedade definida pela razao entre a quantidade

de luz que atravessa um meio e a quantidade de luz que sobre ele incide [34].

I
T==2" 34
T (3.34)
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Nesta equacao, T' = 1 significa que a quantidade de luz que atravessou a amostra
I; é igual a quantidade de luz que incidiu sobre a amostra Iy, diz-se entao que nenhuma
porcao de luz foi absorvida pela amostra e, para T' < 1 tem-se que alguma porc¢ao da
quantidade de luz que incidiu sobre a amostra foi absorvida. A Lei de Beer-Lambert [40]
diz quantitativamente como a atenuagao da intensidade de luz I depende da concentracao

das moléculas absorventes e da extensao do caminho 6ptico sobre o qual ocorre a absorc¢ao.

concentragao ¢

>

b

Figura 13 — Parametros da Lei de Beer-Lambert.

Fonte: O AUTOR.

A medida que a luz atravessa um meio que contém uma espécie absorvedora, um
decréscimo de sua intensidade ocorre na proporcao que a espécie é excitada. Para uma
solucao de determinada concentracao ¢, quanto mais longo for o caminho éptico b mais
unidades absorvedoras estarao no caminho, e maior sera a atenuacao. Da mesma forma,
para um caminho 6ptico b fixo, quanto maior for a concentragao ¢ de absorventes, maior

serd a atenuagao [41]. Algebricamente, a A Lei de Beer-Lambert é escrita por:
Io
A= —logT = logT < be (3.35)
¢

E importante comentar que na regiao do infravermelho é muito comum encontrar espectros

1

de absorvancia ou transmitancia em funcao da unidade de medida ¢m ™", essa unidade é

chamada de ntimero de onda, considere o niimero de onda sendo representado pela letra 7,
onde 7 = .

Sendo assim, com a obtencao do espectro da amostra analisada pode-se identificar
e quantificar as moléculas de interesse. Tendo discutido os mecanismos fundamentais da
técnica de espectroscopia por transformada de Fourier e o procedimento para obter medidas
de transmitancia que vao gerar as regressoes de interesse, passa-se agora a apresentar as
principais ferramentas quimiométricas para otimizar experimentos e avaliar os resultados

experimentais.
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3.3 QUIMIOMETRIA

A quimiometria é uma ciéncia relativamente jovem, nasceu no final da década de
60 sendo que o nome "quimiometria" foi utilizado pela primeira vez no inicio da década
de 70 [42] pelo cientista sueco Svante Wold que culminou na fundagdo da Sociedade
Internacional de Quimiometria no ano de 1974. Quimiometria é, de acordo com a atual
definicao da Sociedade Internacional de Quimiometria, a disciplina quimica que faz o uso

de formulagoes matemaéticas, estatisticas e logica formal para:
- Delinear e selecionar as condigdes 6timas para procedimentos e medidas;

- Fornecer o maximo de informagdes relevantes do objeto quimico em estudo através

da analise de dados;

- Obter o conhecimento de sistemas quimicos através de métodos matematicos e
estatisticos que foram utilizados inicialmente em psicologia, biologia e agricultura no inicio

do século passado.

As técnicas quimiométricas mais empregadas podem ser separadas em trés grandes

blocos, a saber:

- O primeiro bloco explora as condigoes 6timas para a elaboragao de um procedimento /experimer
e tem como finalidade maximizar (ou minimizar, conforme a aplicagdo) a resposta (ou me-
dida) de uma determinada quantidade que se deseja monitorar. As ferramentas utilizadas

neste primeiro bloco sao comumente conhecidas como Planejamento de Experimentos.

- O segundo bloco é uma etapa posterior a descrita pelo primeiro bloco, no qual,
apoOs a determinacao das condigoes 6timas de se realizar um procedimento por meio do
planejamento de experimentos, deseja-se elaborar um modelo matematico de previsao
para se quantificar analitos de interesse dentro de um conjunto de amostras. Este passo
é chamado de Calibragao ou Regressao [43], para os quais existem tratamentos uni ou

multivariados e as vezes com uso de algoritmos matematicos de alta complexidade.

- O terceiro bloco, por fim, é o que atua no objeto de estudo com o uso de
ferramentas estatisticas. Este bloco, de descri¢ao estatistica, tem como suas principais
ferramentas os Testes de Hipoteses para se fazer comparagoes entre dois ou mais grupos
de medidas e procedimentos afim de verificar se ha ou nao falta de ajuste nos modelos de

calibracao descritos pelo segundo bloco além da andlise de erros em medidas sucessivas.
As ferramentas quimiométricas empregadas no presente trabalho sao descritas a

seguir.

3.3.1 Planejamento de Experimentos

A finalidade do planejamento de experimentos é determinar as condigoes que

fornecam a melhor resposta para realizacao de um procedimento. Para isso o analista
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determina os fatores e niveis experimentais que estao a disposi¢ao para se trabalhar e,

com o monitoramento das repostas a escolha da condicao ideal é feita.

O planejamento de experimento tem por objetivos substituir o método de "tentativa
e erro”, no qual é quase impossivel se determinar uma condi¢ao 6tima pois nao se conhece
suficientemente a contribuicao de cada fator e cada nivel. Esta ferramenta permitiu
explorar as condi¢des experimentais de forma multivariada, variando tudo ao mesmo
tempo, em oposi¢do ao mecanismo univariado onde fixa-se um determinado parametro e

varia-se os demais.

O planejamento utilizado neste trabalho ¢ denominado planejamento fatorial. Este
planejamento foi utilizado com o objetivo de selecionar os pardmetros e niveis mais
importantes para se maximizar a resposta do espectrofotometro de infravermelho na
aquisicao de espectros de amostras de leite. O niimero de ensaios N a se realizar em um

planejamento fatorial é escrito na forma:
N =1[* (3.36)

onde k representa os fatores (por exemplo: temperatura e velocidade) e [ representa os

niveis (por exemplo, temperatura: a 25°C' e 40°C' e velocidade: a 10m/s e 25m/s).

A escolha da condigao ideal é facilmente verificada quando o planejamento fatorial
é organizado em uma tabela, como em 7, onde, por simplicidade, foi ilustrado um
planejamento fatorial de 2 fatores e 2 niveis (representados por "+" como o nivel alto e

n n

—" como o nivel baixo de um fator):

Tabela 7 — Representacio de um planejamento fatorial N = 22.

Ensaio | Fator 1 | Fator 2 | Resposta
1 + + R4
2 + - Rs
3 - + Rs
4 - - R4
5 0 0 Rs
6 0 0 Rg

Fonte: O AUTOR.

Neste exemplo, tab.7, foram adicionados os ensaios de niimero 5 e 6, em duplicatas
autenticas, para se estimar os erros associados as repostas. O nivel representado por "0"

n

¢ um nivel intermedidrio aos valores de "+" e "—" para os dois fatores. Esta escolha é
chamada de Planejamento fatorial com duplicata no ponto central. Um valor da coluna
"Resposta’ é escolhido como o de melhor resposta, o ensaio ao qual corresponde este valor

escolhido serd o procedimento a ser utilizado como padrao para os experimentos futuros.
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3.3.2 Regressao

A regressao é uma descricdo matematica que estabelece uma correlagao entre
um conjunto de varidveis (por exemplo concentracdo) e um conjunto de medidas (por
exemplo absorvancias). O objetivo desta se¢ao é apresentar a formulagdo necessaria para
se determinar um modelo de previsao dos analitos de interesse a partir de uma medida
espectrofotométrica, este modelo de previsao também é chamado de regressao ou curva

analitica.

Dependendo do objeto de estudo e da instrumentacao utilizada para a aquisicao
de dados, a resposta pode ser um escalar, um vetor, uma matriz e assim por diante, tais
arranjos sao chamados em &lgebra linear de tensores de ordem zero, primeira ordem e

segunda ordem [44], respectivamente, veja figura 14.
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Figura 14 — Representagao de um tensor de ordem zero, primeira e segunda ordem.

Fonte: O AUTOR.

Para um modelo de calibracao de ordem zero, um sé valor é monitorado, como
por exemplo, dado um espectro de absor¢cao de um determinado material, monitorar um
valor de absorvancia em um s6 comprimento de onda A em um tempo fixo ¢t. Este tipo de

calibracao é denominada calibragdo univariada.

Métodos de calibracao de primeira ordem requerem um vetor de medidas para cada
amostra [45], retomando o exemplo de uma medida espectrofotométrica, é um modelo
no qual é monitorado a absorvancia em varios comprimentos de onda A, em um mesmo
tempo t, uma calibracao de primeira ordem é denominada calibragao multivariada, diversos
modelos de calibragao multivaria vem sendo utilizados em quimiometria, sendo os mais
empregados a Regressao Linear Multipla (MLR), a Regressdao por Componentes Principais
(PCR) e a Regressao por Minimos Quadrados Parciais (PLS). Na sequéncia discute-se

sobre modelo de MLR e PLS que foram utilizados neste trabalho.

Para concluir o raciocinio e o esquema da figura 14, tem-se ainda aplicagoes

onde deseja-se monitorar, por exemplo, a evolugcao temporal ¢,, da absorvancia em varios
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comprimentos de onda J\,, um experimento com esse tipo de resposta gera uma matriz
de dados e ¢é dita uma calibracao de segunda ordem, que requerem algoritmos complexos

para a elaboracao da curva analitica.

3.3.2.1 Regressao Linear Multipla MLR

A Regressao Linear Multipla, expressao (3.37) [46], é uma ferramenta utilizada
quando mais de uma quantificacao é feita em uma tnica amostra e também quando se tem
problemas com ruidos e/ou interferentes desconhecidos . Como exemplo, em espectroscopia,
analisar uma amostra com mais de um analito de interesse, e cada um destes analitos
tenha uma ou mais absorcoes caracteristicas em diferentes comprimentos de onda. No
lugar de uma regressao para cada analito este mecanismo permite a quantificacao de todos,
de uma s6 vez, por meio de um calculo matricial, onde, para tal, é necessario conhecer
as regides de absorcao de interesse e a quantidade de cada analito para a construcao da
regressao.

B=(X'X)"'X'Y (3.37)

Em (3.37) cada coluna da matriz B fornece a resposta em concentracao do analito
que esta sendo investigado, a primeira linha de B é o termo independente, coeficiente
linear da regressao, e as demais linhas, os coeficientes de cada comprimento de onda que

estao sendo monitorados, ou seja:

Tabela 8 — Matriz B da Regressdao Linear Multipla.

a| Bl
a|d]|g
blel|h
c| f|i

Fonte: O AUTOR.

Esta matriz B fornece as seguintes equacoes de regressao:

concentracao do primeiro analito ¢; = o+ a.Ay, + 0. Ay, + c. Ay, (3.38)
concentracao do segundo analito c; = S+ d. Ay, +e. Ay, + f. Ay, (3.39)
concentracao do terceiro analito c3 = v+ g. Ay, + h. Ay, + 0. A), (3.40)

Nestas equagdes, o termo A, se refere a absorbancia lida em cada comprimento
de onda .

Desta forma a matriz B fornece as regressoes que desejamos determinar pelo
método MRL. Esta matriz é calculada por meio da eq. (3.37), onde os sobrescritos ¢t e —1

denotam matriz transposta e matriz inversa, respectivamente. Para elaborar as regressoes
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(3.38, 3.39, 3.40), ou seja, construir a matriz B, fornece-se para o modelo uma matriz
com os dados medidos em cada comprimento de onda, matriz X, e uma matriz com as
concentragoes conhecidas dos analitos de interesse, a matriz Y. O calculo descrito por
(3.37) faz uma correlacao entre os valores medidos X e as concentracoes conhecidas Y
para elaborar um modelo de previsao B. Este calculo matricial pode ser feito em softwares
como Microsoft Excel, OpenOffice e outros. Neste trabalho foi utilizado o Microsoft Excel

pelo comando:
(MATRIZMULT(MATRIZ MULT(MATRIZINVERSOMATRIZ MULT
((TRANSPOR(X11 : X)), X112 X)), TRANSPOR(X 11 : Xpin))), Y11 : Yan))

onde X1; e X, sdo respectivamente o primeiro e o ultimo elemento da matriz X, e de

forma analoga para Yi; e Y.

Tabela 9 — Matriz X da Regressdao Linear Multipla.

L Axgn | Ag | A
L Ayge | Ao | Adggo
1
1

A)\1#3 A>\2#3 A>\3#3
A/\1#4 A>\2#4 A)\3#4

Fonte: O AUTOR.

Onde a primeira coluna da matriz X é totalmente preenchida com o nimero um [47].
Esta coluna esta relacionada a determinagao dos coeficientes independentes «, 3,7 dos
modelos de regressao eq.(3.38, 3.39, 3.40) e¢ os termos Ay, 4 representam o valor de

absorvancia lido no comprimento de onda \, na k-ésima medida feita.

Tabela 10 — Matriz Y da Regressao Linear Multipla.

Ci#1 | Co#t1 | Ca#1
Ci#2 | Coppa | Coppa
Ci#3 | Co#3 | Cap3
Ciga | Co#ta | Cagpa

Fonte: O AUTOR.

Os termos c, , ,4r da matriz Y, representam as concentragoes conhecidas dos

analitos 1,2 e 3, respectivamente, na k-ésima medida feita.

3.3.2.2  Regressao por Minimos Quadrados Parciais PLS

O PLS é comumente apresentado como a principal técnica de regressao para dados
multivariados [47]. Como em regressdo linear multipla, a principal finalidade da Regressao
por Minimos Quadrados Parciais é construir um modelo linear semelhante ao descrito

pela eq.(3.37), onde se correlaciona uma matriz de valores medidos por uma determinada
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técnica a uma matriz de concentracoes de analitos. Uma importante diferenca entre a
regressao MLR e a regressao PLS ¢ que, na MRL, utilizando o exemplo de espectroscopia,
é necessario conhecer quais sao as regioes de absorcao mais relevantes para a quantificacao,
ja na regressao PLS ndo é necessario conhecer a amostra (nao é necessario informar quais
comprimentos de onda serdo monitorados), ou seja, a correlagdo de dados matriciais pode

ser feita com todo o espectro, por isso o PLS é chamado de método full-spectrum [48].

O célculo feito para regressao PLS ¢é realizado por meio de um processo iterativo,
segundo o algoritmo NIPALS (do inglés, Nonlinear Iterative Partial Least Squares),
comumente apresentado sobre a linguagem do Matlab [49]. Este algoritmo extrai um
pequeno grupo de "novas" variaveis, denominadas variaveis latentes, que explicam o maximo
da variancia num range espectral, ou seja, decompoe simultaneamente as matrizes X
e Y em uma soma de um pequeno numero de varidveis. Desta forma o PLS permite
identificar fatores (combinagoes lineares das varidveis X, os espectros) que melhor modelam

as variaveis dependentes Y, as concentragoes.

A ideia geral do PLS é alcancar, tanto quanto possivel, uma relacdo 6tima entre
cada fator espectral e seu fator concentracao correspondente, ou seja, encontrar uma
relacdo perfeitamente linear entre as projecoes dos dados espectrais e de concentragao,
maximizando a correlagao entre uma variavel independente de X com uma variavel
dependente de Y.

Na prética, para esta poderosa ferramente de regressao, é necessario um software
especifico ou apresentar passo-a-passo o algoritmo a ser seguido em uma linguagem
qualquer, como a Matlab, fornecer o conjunto de varidaveis X como os espectros e as
respectivas concentragoes Y, o software entao retorna um modelo de regressao que explica
um percentual da correlacao entre os dois conjuntos de valores fornecidos. Neste trabalho
a rotina PLS foi realizada através do software Matlab com o uso do pacote de servicos

PLS Toolbox versao 5.0, a interface de trabalho deste software é ilustrada abaixo:
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5 0.28 99.83 3.62 54.28 =
6 0.09 99.92 .33 62.61 7. Review Scores
7 0.04 99.96 7.04 £9.65
8 0.01 9997 11.17 @0.82
3 D01 9998 11,63 92 .45 e
10 0.00 99 98 ?.53 94 98
11 0.00 99 98 241 97 39 Use Mode
12 0.00 gg.gg 0.92 ga.au
13 0.00 A 0.76 99.06
14 0.00 49.99 0.47 99.53 T
15 0.00 99.99 0.30 99.83
16 0.00 99.99 0.08 99.91 10. Apply Mode
17 0.00 99.99 0.06 99.97 _—
18 0.00 99 99 0.02 99 .99
19 0.00 9999 0.01 100.00
20 0.00 9999 0.00 100.00

Figura 15 — Interface do software utilizado para a regressao PLS.

Fonte: O AUTOR.

3.3.3 Testes Estatisticos

Nesta secao apresenta-se de maneira sucinta o mecanismo estatistico empregado
pela quimiometria quando se deseja comparar dois grupos de medidas feitos, por exemplo,
a partir de um conjunto de amostras heterogéneas submetidas a andalise por duas técnicas

diferentes e os testes de linearidade empregados para avaliar um modelo de regressao.

Para avaliar dois grupos de medidas obtidos por metodologias de andlise distintas,
a pergunta que é feita é: Existe alguma diferenca, a um certo nivel de confianga, entre as

medidas feitas pelo método A em relacao as medidas que foram realizadas pelo método B?

Para responder esta questao, a partir de um grupo de amostras heterogéneas,

utiliza-se o teste-t pareado [40]:

dy'n

touge = VI 3.41
! S, (3.41)

onde eqal d; =x; —y;;1=1,2,...n

eq:a28:¥

2
eq : a3S3 = ﬁ Sd? — ) :Sq = +4/52 e o conjunto de valores d;, diferenga entre

n

as medidas x; realizadas por um método e as medidas y; realizadas pelo outro método,

formam uma distribui¢do normal.
Para este teste estatistico, as hipdteses a serem testadas sao:

- Hipotese nula: a média das medidas feitas pelo método 1 é igual a média das

medidas feitas pelo método 2.
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- Hipotese alternativa: a média das medidas feitas pelo método 1 é diferente da

média das medidas feitas pelo método 2.

A hipétese nula é aceita se o valor de t.4. obtido pela eq. (3.41) for menor que o
valor de t;,, dado pela distribuicao t [50], os valores da distribuigdo t se encontram em

anexo na figura 26, caso contrario, a hipétese alternativa é aceita.
ltab = t(nfl;a/Q) (342)

Onde n é o nimero de pares de medidas e « é o nivel de confianca desejado.

Com este teste pode-se afirmar, estatisticamente, se existe ou nao alguma diferenca

entre as medidas feitas por um método ou outro.

Para avaliar a linearidade de uma regressao para um dado método analitico, onde
entende-se por linearidade como a capacidade de uma metodologia analitica, através de um
modelo matematico, demonstrar que os resultados obtidos sao diretamente proporcionais
a concentracao do analito na amostra, dentro de um intervalo especificado [51], ou seja, se

o modelo de previsao esta bem ajustado, dois testes podem ser analisados.

O primeiro teste é determinar o coeficiente de correlacao r = v R?, que avalia os

desvios das respostas observadas em relagao a média pelo seguinte calculo de variancias:

> [(yp)i - 5]2
> [(Yo)i — 12

onde o somatdrio corre sobre o indice i que denota cada medida realizada, (y,); ¢ o valor

R? = (3.43)

previsto de cada medida obtida por meio da regressao que esté sendo testada, (y,); é o

valor observado de cada medida e 7 é o valor médio de todos as medidas observadas.

Quanto mais préximo de 1 for o valor de R? melhor terd sido o ajuste do modelo

as respostas, recomenda-se que o valor de r deva ser de 0,99 [51].

Um segundo teste de linearidade para avaliar se o modelo é adequado é examinar a
distribui¢ao dos residuos ao longo dos valores da varidvel independente [43]. Esse teste
pode ser feito pelo chamado teste de hipdtese a priori [52], que compara a soma quadratica
do desvio padrao da falta de ajuste com a soma quadratica do erro puro levando em
consideracao os respectivos nimeros de graus de liberdade [53], este teste é realizado por

meio da equagao:

2 ()i = Pim)*/(m = 2)
2 [(Wo)i = Yim?/(n —m)

onde o somatorio corre sobre o indice i que denota cada medida realizada, (y,); é o valor

Fcalc =

(3.44)

previsto de cada medida obtida por meio da regressao que esté sendo testada, (y,); é o
valor observado de cada medida, 7, ¢ o valor médio por nivel, uma vez que m denota o
nimero de niveis, n é o nimero total de medidas e o fator —2 em (m — 2) se refere ao

numero de pardmetros da regressao, coeficiente angular e coeficiente linear.
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Neste teste de hipotese a priori as hipdteses a serem testas sao:
- Hipétese nula: a equacao da reta é adequada para descrever os dados.
- Hipotese alternativa: a equacao da reta nao é adequada para descrever os dados.

A hipétese nula é aceita se o valor de F,. obtido pela eq. (3.44) for menor que
o valor de Fiu, eq. (3.45), dado pela distribuigao F [50], os valores da distribuigao F se
encontram em anexo na figura (27), ou seja, se Fiq. < Fiqp 0 teste indica auséncia de falta

de ajuste, caso contrario, a hipotese alternativa é aceita.

Ftab = Fa;fl:mfZ;fQanm (345)
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4 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Os ensaios espectroscépicos para determinar os teores de gordura, proteina e lactose
e percentual de adicao de 4gua em amostras de leite foram realizados em um equipamento
de FTIR fabricado pela Bruker, modelo Vertex70, o espectro de emissao da lampada deste

equipamento é mostrado na figura 16:

0.7

0.6
0.5

da (u.a.)

0.4 -

ampa

0.3

emissao da |

0.2
0.1 1

0 T T T
400 1400 2400 3400 4400 5400

namero de onda (cm™)

Figura 16 — Emissdo da lampada de infravermelho do espectrofotometro Bruker-Vextex70.

Fonte: O AUTOR.

A figura 17, a seguir, mostra o espectro de transmitancia do fluoreto de célcio. E
relevante avaliar tal figura pois fica claro que ao se usar um porta amostra desse material,
parte da intensidade de luz emitida pela lampada do equipamento sera totalmente absorvida,
restando somente a faixa espectral apés os 1000cm ™! para promover interacoes com a
amostra. Este fato ndo trouxe problemas para as quantifica¢oes feitas no presente trabalho,
pois todas as absorc¢oes de interesse puderam ser visualizadas com a utilizagdo da janela

de CCLFQ.

O material mais comum em aplicagoes de infravermelho é o brometo de potassio
K Br, material transparente em grande parte do infravermelho, inclusive é utilizado
como divisor de feixe no interferémetro do equipamento. A grande dificuldade de se
trabalhar com amostras liquidas e utilizar uma janela de K Br no porta amostra se deve
ao fato de que o K'Br é um sal higroscopico [54], com alta solubilidade em dgua, cerca de
65, 869/100ml4gu,. Como o leite, objeto de estudo, tem em sua composigao quase 90% de
agua, uma janela de KBr seria dissolvida ap6s algumas medidas. A alternativa foi utilizar
janelas de fluoreto de calcio, C'aF5,, material que nao apresenta problemas de solubilidade

em agua, 0,0016¢g/100ml 4444, € é transparente na regidao onde sao feitas as quantificagoes.
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Figura 17 — Espectro de transmitancia da janela de CaFy utilizada no porta amostra.

Fonte: O AUTOR.

O porta amostra utilizado foi adaptado a partir de um porta amostra comercial do
tipo cela, para analise de liquidos, com um espagador de teflon de 32um de espessura e
um par de janelas de CaFy. O porta amostra é montando como um sanduiche de janela-
espagador-janela onde a espessura do espacador utilizado é que determina o caminho
6ptico no qual a radiagao infravermelha interage com a amostra. A amostra é injetada no

porta amostra com auxilio de mangueiras e seringa, como mostrado na figura 18.

Porta amostra tipo cela.

Porta amostra adaptado,

Figura 18 — Porta amostra.

Fonte: O AUTOR.
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Figura 19 — Espectro de transmitancia na regiao do infravermelho médio - amostra de leite liquido. A
esquerda o espectro de absorbancia da mesma amostra.

Fonte: O AUTOR.

A figura 19 mostra um espectro de amostra de leite na regiao do infravermelho
médio, as bandas de absorcao préximas a 1660cm ! e 3400cm ™! se devem a forte absorcao
da dgua presente no leite [22]. Estas duas regides provocavam um saturamento nos

espectros, levando a zero de transmitancia, o que poderia prejudicar as medidas futuras.

Para melhorar esta saturacao devida a forte absorcao da molécula de agua, foi
realizado um planejamento fatorial completo 5% de forma aleatéria e com triplicata no
ponto central. Sua finalidade era de determinar quais as condi¢oes experimentais que
promoveriam um levantamento do espectro de transmitancia para erradicar possiveis

medidas descartadas por valores muito pequenos de transmitancia.

Os fatores escolhidos foram fator 1: a velocidade de scan, que é a velocidade de
movimento do brago do interferometro, e fator 2: o didmetro do feixe de luz que incide na
amostra. Estes dois fatores estao diretamente relacionados a intensidade de luz que chega
no detector do equipamento. O planejamento de experimentos descrito abaixo fornece a

condicao 6tima de trabalho para a amostra em estudo.
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Tabela 11 — Planejamento fatorial para determinacao das condi¢oes experimentais.

Ensaio | Fator 1 (KHz) | Fator 2 (mm) | Resposta em 1751cm™! | Resposta em 1550cm ™"
1 20 8 0,0733 0,0184
2 20 6 0,0801 0,0203
3 20 4 0,1024 0,0259
4 20 3 0,1272 0,0323
) 20 2 0,1570 0,0399
6 10 8 0,0740 0,0188
7 10 6 0,0809 0,0207
8 10 4 0,1037 0,0264
9 10 3 0,1279 0,0326
10 10 2 0,1577 0,0403
12 7,5 6 0,0819 0,0209
13 7,5 4 0,1040 0,0265
14 7,5 3 0,1277 0,0325
15 7,5 2 0,1573 0,0401
18 ) 4 0,1042 0,0264
19 ) 3 0,1256 0,0320
20 ) 2 0,1571 0,0398
25 25 2 0,1569 0,0400
26 10 5 0,0875 0,0216
27 10 5) 0,0874 0,0217
28 10 5) 0,0876 0,0217

Fonte: O AUTOR.

Os ensaios de nimero 11, 16, 17, 21 a 24 foram omitidos da andlise pois apresentaram
forte saturacao e/ou regides de transmitancia maior que 100%, o que nao é aceitavel. A
resposta monitorada foi a transmitancia nas regides de 1751em ™! e 1550cm ™!, regides de
interesse para a quantificagdo dos teores de gordura e proteinas, que estao em torno de
uma forte banda de absorcao da molécula de agua figura 19. Os ensaios de niimero 26,
27 e 28 sao triplicatas auténticas realizadas no ponto central dos niveis testados com o
objetivo de estimar o desvio padrao das medidas (¢ = 0,0001). O ensaio de nimero 10
foi o que gerou os maiores valores de transmitancia, logo, para a aquisicao de todos os
espectros no equipamento de FTIR da Bruker a velocidade de scan foi fixada em 10KHz e

o didmetro do feixe de luz fixo em 2mm.

Outro fator explorado foi a temperatura da amostra. A literatura relata que existem
diferencgas nos espectros de absor¢ao da dgua em funcao da temperatura [23]. A figura
20 mostra as diferencas que foram observadas nos valores de transmitancia da dgua em

funcao da temperatura.
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Figura 20 — Espectro de transmitdncia da dgua em diferentes temperaturas - regides de interesse para
quantificacdo dos constituintes principais do leite.

Fonte: O AUTOR.

Como a temperatura é um fator relevante no processo de quantificagao, figura 20,
todos os ensaios foram realizados a temperatura fixa de 40°C, este valor foi escolhido

pois é a temperatura na qual os constituintes principais do leite estao homogeneamente
dispersos.

A tabela abaixo esquematiza todos os parametros experimentais utilizados para
aquisicao dos espectros de transmitancia.

Tabela 12 — Condigoes experimentais otimizadas.

janela CaFy
espassador teflon 32um
velocidade scan 10KHz
diametro feixe 2mm
resolucao 4em!
range 900 a 5000cm~!
varreduras 32
temperatura amostra 40°C

Fonte: O AUTOR.

O nimero de 32 varreduras, ou scans, significa que cada espectro adquirido para
analise é obtido a partir de uma média de 32 espectros que foram registrados por amostra,
em menos de 30 segundos. Essa é uma vantagem da espectroscopia por transformada de
Fourier onde o espectro é obtido por completo de uma sé vez em um intervalo de tempo
muito pequeno diferentemente de espectrofotémetros dispersivos, onde para cada espectro

registrado é gasto um tempo de aproximadamente 4 minutos.

A figura 21 mostra o espectro da segunda derivada da transmitancia para uma
amostra de leite. Neste espectro estao destacadas as regides de interesse para andlise

de gordura, proteinas e lactose que serao utilizadas na determinacao do teor destes
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componentes em amostras de leite cru e de leite UHT (Ultra Hight Temperature, leite

ultrapasteurizado por tratamento térmico especial) e discutidas nas proximas segoes.
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Figura 21 — Derivada segunda da transmitdncia para amostra de leite. Destaque para as regioes de
absorcao da lactose - L, gordura - G e proteina - P.

Fonte: O AUTOR.

4.1 DETERMINACAO DOS TEORES DE GORDURA, PROTEINA E LACTOSE EM
AMOSTRAS DE LEITE UHT

A determinacgao dos teores de gordura, proteina e lactose em amostras de leite
UHT foi realizada a partir de 15 amostras de leite UHT de diferentes laticinios sendo,
10 amostras utilizadas para a construcao do modelo multivariado MLR, ou seja, para a
elaboracao da curva de regressao e as demais 5 amostras para a comparacao de medidas,

todas as leituras foram feitas em duplicatas.

As amostras foram adquiridas no comércio local, e de cada uma foram retiradas
2 aliquotas de 80 mL para a realizacao das medidas. Estas aliquotas foram levadas ao
banho-maria até atingirem a temperatura de 40°C', o controle da temperatura foi feito com
um termdémetro digital, e por fim cada aliquota foi submetida a técnica de FTIR e a um

equipamento de andlise eletronica de leite, o LactoScope fabricado pela Delta Instruments.

O LactoScope é um equipamento de andlise eletronica baseado em medidas de
absor¢ao na regiao do infravermelho com a utilizacao de filtros especiais descritos pela IDF
através da publicagdo IDF-141C [55]. Tal equipamento vem sendo recorridamente citado
pela Associagdo Americana de Ciéncia Léactea [56,57], comparado com os métodos classicos

de analises [8,58] e fornecendo resultados confidveis utilizados em outras publicagoes [59-61].

As instalagoes de um laboratério de fisica, normalmente nao oferecem as condigoes
necessarias para se trabalhar com reagentes quimicos na determinacao dos componentes

principais do leite. Desta forma, por todas as caracteristicas citadas anteriormente, bem
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como, por nao exigir um tratamento para a amostra é que o LactoScope foi escolhido para
fornecer as medidas necessarias para a implementagao do modelo de previsao, e também,

posteriormente, para a etapa de comparacao com os teores obtidos a partir da técnica de
FTIR.

— = —

Latoscope

Figura 22 — Preparo da amostra para determinacao dos teores de gordura, proteina e lactose em amostras
de leite UHT.

Fonte: O AUTOR.

4.2 DETERMINACAO DOS TEORES DE GORDURA, PROTEINA E LACTOSE EM
AMOSTRAS DE LEITE CRU

A determinacao dos teores de gordura, proteina e lactose em amostras de leite cru
foi realizada a partir de 13 amostras de leite cru sendo, 9 para a constru¢ao do modelo
multivariado, ou seja, para a elaboragao da regressao e as demais 4 amostras para a

validagao do modelo, todas as leituras foram feitas em triplicatas genuinas.

As amostras de leite cru foram cedidas pelo Instituto de Laticinios Candido Tostes
(ILCT). As amostras foram coletas num periodo de 3 meses, sendo 2 amostras por semana,

uma na quarta-feira e outra na sexta-feira pois estes eram os dias de recebimento de leite
no ILCT.

Em cada dia de andlise de leite cru eram retiradas 6 aliquotas de um mesmo
reservatorio de leite, destas, 3 aliquotas eram destinadas a quantificacdo dos teores de
gordura, proteina e lactose pelos métodos oficiais de analise, respectivamente método
Gerber, método Kjeldahl e Lane-Eynon, estas andlises foram realizadas por técnicos

especializados no proprio ILCT. As outras 3 aliquotas eram destinadas a medida pela
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técnica de FTIR apdés a homogeneizacao e estabilizagdo da temperatura a 40°C' em

banho-maria.
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Figura 23 — Preparo da amostra para determinagao dos teores de gordura, proteinas e lactose em amostras
de leite cru.

Fonte: O AUTOR.

4.3 DETERMINACAO DO PERCENTUAL DE AGUA ADICIONADA EM AMOS-
TRAS DE LEITE UHT

A determinacao do percentual de dgua adicionada a amostras de leite UHT foi
realizada utilizando amostra de um tnico laticinio. Desta amostra foram preparados 5
niveis de adicao de agua em duplicatas genuinas e os valores espectrais obtidos foram

utilizados na construcao de uma curva de calibracao.

Foram preparados também outros 4 niveis de concentracao para a finalidade de

comparagao do modelo implementado com a metodologia oficial.

As b amostras para a construcao do modelo de regressao foram preparadas da
seguinte forma: em dez baloes volumétricos de 10mL foram adicionados em duplicatas os
volumes de 1mL, 1,5mL, 2mL, 2,5mL e 3mL de 4gua com micropipeta, depois o volume de
cada balao foi completado com leite UHT proveniente de um mesmo estoque. As outras
4 amostras, para a comparacao de medidas, foram realizadas da mesma forma descrita
anteriormente mas com os seguintes volumes de dgua adicionada 1,25mL, 1,75mL, 2,25mL
e 2,75mL. Apoés esta etapa de preparacao, cada aliquota foi submetida a técnica de FTIR
e a técnica de crioscopia eletronica, metodologia oficial, com um equipamento modelo
MK540 Flex do fabricante ITR.
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Leite UHT

Crioscopio

Figura 24 — Preparo da amostra para determinacao do percentual de d4gua adicionada em amostras de
leite UHT.

Fonte: O AUTOR.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para facilitar a compreensao dos resultados obtidos, os mesmos serao apresentados

separadamente, em 3 etapas, assim como foram realizadas as etapas experimentais.

5.1 DETERMINACAO DOS TEORES DE GORDURA, PROTEINA E LACTOSE EM
AMOSTRAS DE LEITE UHT

A leitura das 10 amostras de leite, em duplicatas auténticas, forneceram os seguintes

conjuntos de valores para a elaboracao do modelo de regressao:

Tabela 13 — Matriz Y - concentragio dos constituintes principais do leite pelo método LactoScope.

% Gordura | % Proteina | % Lactose
3,05 3,15 4,39
3,06 3,16 4,40
3,05 3,16 4,40
3,06 3,17 4,41
3,43 3,10 4,55
3,43 3,11 4,56
2,79 3,23 4,44
2,80 3,24 4,45
3,36 3,26 4,44
3,36 3,26 4,45
3,12 3,21 4,46
3,12 3,21 4,46
2.91 2,86 4,27
2,92 2,87 4,28
2,85 3,15 4,32
2,86 3,16 4,32
2,90 3,22 4,58
2.91 3,22 4,59
3,15 3,21 4,20
3,15 3,21 4,21

Fonte: O AUTOR.
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Tabela 14 — Matriz X - medida de transmitancia pelo método FTIR.

T em 7

Tem7y | Tem7s | T em 7y

0,1595
0,1596
0,1605
0,1603
0,1548
0,1548
0,1646
0,1659
0,1574
0,1579
0,1580
0,1582
0,1603
0,1603
0,1613
0,1615
0,1614
0,1615
0,1563
0,1567

= = = = R R R e e e e e e e e e e e e

0,1555 0,0413 0,0406
0,1559 0,0417 0,0402
0,1558 0,0421 0,0410
0,1554 0,0418 0,0405
0,1469 0,0418 0,0396
0,1469 0,0418 0,0397
0,1601 0,0431 0,0423
0,1607 0,0436 0,0423
0,1491 0,0432 0,0423
0,1494 0,0436 0,0427
0,1514 0,0410 0,0404
0,1515 0,0408 0,0401
0,1578 0,0428 0,0414
0,1578 0,0426 0,0410
0,1585 0,0410 0,0410
0,1588 0,0411 0,0406
0,1561 0,0411 0,0393
0,1561 0,0411 0,0390
0,1506 0,0403 0,0419
0,1510 0,0405 0,0418

Fonte: O AUTOR.

Onde Ty, é o valor de transmitancia em 1755cm ™!, que se refere a absor¢ao do

grupo carbonila presente nos ésteres das moléculas de gordura, figura 1, T3, é o valor de

transmitancia em 2856cm ™!, que se refere aos grupos CH da molécula de gordura, figura

1, Ty, é o valor de transmitancia em 1539cm ™!, que se refere a absor¢dao das ligacoes

peptidicas, figura 2, presentes nas moléculas de proteinas e T3, ¢ o valor de transmitancia

lido em 1041em ™!, que se referem aos grupos hidroxila da lactose, figura 3.

A partir das duas tabelas anteriores, e pelo uso da eq. (3.37), encontramos a matriz

dos coeficientes da regressao miltipla dada por:

Tabela 15 — Matriz B - coeficientes da regressao MLR para leite UHT.

coef. Gordura

coef. Proteina

coef. Lactose

9,03352664
-21,28495171
-34,7483536
52,35150099
-7,423467363

“1,64041326
110,6243744
-70,39071292
-85,04289365
38,31613954

2,238249924
76,58031291
-501,97151575
38,83878715
-89,32403613

Fonte: O AUTOR.

Como nas relagoes (3.38, 3.39 e 3.37), as colunas da matriz B fornecem as seguintes
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equagoes de regressao:
concentracao de gordura em %:
% =9,93352664—21,28495171.15, — 34, 7483536.1%, +52, 35150099.7%., — 7, 423467363.7%,
(5.1)
concentragao de proteina em %:
% = —1,64041326+110, 6243744.75, —70, 39071292. T3, —85, 04289365.75,+38, 31613954. 73,
(5.2)
concentracao de lactose em %:
% = 2,238249924+76, 58031291.75, —51,97151575.1%,+38, 83878715.15, —89, 32403613.7%,
(5.3)

O conjunto restante, de 5 amostras, em duplicatas auténticas, foi utilizado para a
comparagao entre os resultados de percentual de gordura, proteina e lactose fornecido pelo
LactoScope e pelo FTIR através do modelo de previsao descrito pelas equagoes (5.1,5.2; e

5.3), os resultados obtidos por cada método sdo apresentados na tabela que segue abaixo:

Tabela 16 — Percentual de gordura, proteina e lactose obtidos pelo LactoScope e MLR - FTIR.

LactoScope MLR - FTIR
% Gordura | % Proteina | % Lactose | % Gordura | % Proteina | % Lactose
3,13 3,31 4,50 3,10 3,30 4,53
3,14 3,32 4,51 3,09 3,32 4,54
3,06 3,39 4,53 3,02 3,34 4,57
3,07 3,40 4,54 3,04 3,31 4,58
2,83 3,16 4,46 2,85 3,18 4,46
2,83 3,17 4,47 2,85 3,19 4,50
2,96 3,20 4,49 2,96 3,21 4,50
2,96 3,20 4,49 2,95 3,20 451
2,98 3,28 4,60 2,99 3,23 4,55
3,00 3,29 4.61 3,01 3,22 4,56

Fonte: O AUTOR.

Abaixo, tem-se a diferenca percentual entre os valores obtidos pelas duas técnicas

de analise.
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Tabela 17 — Diferenca percentual entre as medidas realizadas pelo método LactoScope e FTIR.

diferenca % Gordura | diferenca % Proteina | diferenca % Lactose
1,10 0.31 0,75
1,47 0,14 20,56
1,23 1,42 -0,91
1,12 2,65 -0,88
-0,79 -0,70 -0,03
20,60 -0,50 20,63
0,01 -0,43 -0,26
0,34 -0,06 -0,48
-0,31 1,39 1,13
-0,33 2,07 0,98

Fonte: O AUTOR.

O maéximo valor de diferenca entre os dois métodos foi de 2,4%, o que sugere uma
boa resposta da regressao multipla frente a medida feita pelo LactoScope. Para comparar
os resultados obtidos a partir destes dois métodos de andlise foi realizado um teste t
pareado. Inicialmente foi verificado que o conjunto de valores a ser comparado apresenta

uma distribuicdo normal pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk.

O teste t pareado, equagao (3.42), fornece para o grupo de medidas referente ao
percentual de gordura t.,. = 1,3055, para o grupo de medidas do percentual de proteina
teaie = 1,8008 e para o grupo de medidas do percentual de lactose t.4. = 0, 7166, como o
valor de ty,, = 2,262 foi maior que o de t.q., ou seja, tiup > teae, conclui-se que a um nivel
de 95% de confianca, nao existe diferenca entre as medidas feitas a partir do LactoScope e
pela metodologia de FTIR descrita neste trabalho.

5.2 DETERMINACAO DOS TEORES DE GORDURA, PROTEINA E LACTOSE EM
AMOSTRAS DE LEITE CRU

A leitura de 9 das 13 amostras de leite, em triplicatas genuinas, foram utilizadas
para a elaboragao do modelo de previsao dos teores de gordura, proteina e lactose por dois
mecanismos distintos, uma regressao MLR e uma regressao PLS, onde ambos os modelos
foram calibrados a partir das quantificagoes realizadas pelos métodos oficiais de analise no

Instituto de Laticinios Candido Tostes.

A regressao linear multipla MLR foi elaborada de forma andloga a descrita na
segao anterior, com o uso da equagao (3.37) e o monitoramento da transmiténcia sobre
as seguintes regioes do espectro 1755em ™1, 2856em ™!, 1539em =t e 1041em~t. Os dados

coletados para elaborar o modelo de previsao sao apresentados abaixo:
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Tabela 18 — Matriz Y - concentragao dos constituintes principais do leite obtidos através dos métodos de

referéncia Gerber, Kjeldahl e Lane-Eynon, respectivamente.

% Gordura | % Proteina | % Lactose

4,2
4,2
4,2
4,2
4,2
4,2
45
45
45
4,1
4,1
4,1
4,6
4,6
4,6
4,3
4,3
4,3
4,0
4,0
4,0
4,6
4,6
4,6
4,8
4,8
48
4,7
45
4,2

3,07
3,07
3,06
3,52
3,53
3,55
2,38
2,96
2,94
3,14
3,13
3,17
3,24
3,19
3,21
3,66
3,68
3,82
3,70
3,79
3,60
3,22
321
3,26
3,66
3,50
3,46
3,70
321
3,11

1,91
4,88
4,97
5,16
5,14
5,18
5,05
5,07
5,05
4,79
4,77
4,79
4,60
4,54
4,53
4,80
4,83
4,59
5,05
5,04
5,05
5,10
5,06
5,10
5,20
5,19
5,08
4,94
4,58
5,00

Fonte: O AUTOR.



Tabela 19 — Matriz X - medida de transmitincia pelo método FTIR.

T em 7

Tem7y | Tem7s | T em 7y

0,1489
0,1500
0,1497
0,1544
0,1534
0,1544
0,1509
0,1515
0,1507
0,1523
0,1521
0,1537
0,1514
0,1502
0,1510
0,1512
0,1505
0,1508
0,1560
0,1582
0,1581
0,1476
0,1476
0,1475
0,1548
0,1557
0,1555
0,1519
0,1502
0,1532

= = = = R R e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

0,1439 | 0,0389 | 0,0392
0,1454 | 0,0392 | 0,0394
0,1453 | 0,0391 | 0,0395
0,1501 | 0,0396 | 0,0395
0,1487 | 0,0394 | 0,0396
0,1499 | 0,0395 | 0,0395
0,1443 | 0,0407 | 0,0400
0,1447 | 0,0417 | 0,0397
0,1443 | 0,0409 | 0,0402
0,1482 | 0,0379 | 0,0393
0,1478 | 0,0378 | 0,0396
0,1499 | 0,0376 | 0,0396
0,1453 | 0,0398 | 0,0401
0,1436 | 0,0392 | 0,0400
0,1446 | 0,0396 | 0,0400
0,1446 | 0,0402 | 0,0402
0,1440 | 0,0399 | 0,0401
0,1444 | 0,0402 | 0,0401
0,1495 | 0,0402 | 0,0376
0,1513 | 0,0413 | 0,0364
0,1506 | 0,0415 | 0,0361
0,1394 | 0,0385 | 0,0380
0,1391 | 0,0386 | 0,0380
0,1390 | 0,0389 | 0,0383
0,1498 | 0,0413 | 0,0397
0,1506 | 0,0412 | 0,0400
0,1505 | 0,0416 | 0,0396
0,1462 | 0,0394 | 0,0399
0,1454 | 0,0382 | 0,0392
0,1479 | 0,0391 | 0,0397

Fonte: O AUTOR.
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A partir das duas tabelas anteriores, e pelo uso da eq. (3.37), encontramos a matriz

dos coeficientes da regressao miiltipla dada por:

Tabela 20 — Matriz B - coeficientes da regressao MLR para leite cru.

coef. Gordura

coef. Proteina

coef. Lactose

-0,884304982
52,55245157
-69,68531812
65,09062745
124,1731909

"10,27558104
1835777834
-100,5619568
~47,45781324
58,21822593

7,924270519
_76,79431418
58,87030226
99,883427
-98,92763874

Fonte: O AUTOR.
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Como nas relagoes (3.38, 3.39 e 3.37), as colunas da matriz B fornecem as seguintes

equagoes de regressao:
concentracao de gordura em %:
% = —0,884304982+52, 55245157.T,, —69, 68531812.73,+65, 09062745.7,,+124, 1731909.73,
(5.4)
concentracao de proteina em %:
% = —10, 275581944183, 5777834.73;, —100, 5619568.15, —47, 45781324. 15, +58, 21822593.73,
(5.5)
concentracao de lactose em %:
% = 7,924270519— 76, 79431418.7%, + 58, 87030226.7%, + 99, 883427.T3,, — 98, 92763874.T,
(5.6)

O conjunto restante de amostras foi utilizado para a comparagao entre os resultados
de percentual de gordura, proteina e lactose fornecido pelos métodos de referéncia, INGS,
e pelo método de FTIR através do modelo de previsao descrito pelas equagoes (5.4,5.5, e

5.6), os resultados por cada método sdo apresentados na tabela que segue abaixo:

Tabela 21 — Percentual de gordura, proteina e lactose obtidos pelos métodos oficiais (Gerber, Kjeldahl e
Lane-Eynon, respectivamente) e MLR, - FTIR.

Métodos oficiais MLR - FTIR
% Gordura | % Proteina | % Lactose | % Gordura | % Proteina | % Lactose
i1 3.01 1.82 439 3.31 5.13
4,1 3,02 4,86 4,43 3,32 5,09
4.7 3,62 4,94 4,45 3,39 4,89
47 3,52 4,94 4,42 3,42 487
45 3,20 4,55 4,28 3,20 4,84
45 3.31 4,57 431 3,12 4,85
4,2 3,08 5,00 4,31 3,36 4,86
4,2 3,06 5,00 4,21 3,34 4,81

Fonte: O AUTOR.

A diferenca percentual entre as medidas obtidas pelos métodos oficiais e as obtidas a
partir da regressao MLR para as medidas realizadas pela técnica de FTIR sao apresentadas

abaixo:
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Tabela 22 — Diferenca percentual entre as medidas realizadas pelo método oficial (Gerber, Kjeldahl e
Lane-Eynon) e pelo método de FTIR, utilizando regressao MLR.

diferenca % Gordura | diferenca % Proteina | diferenca % Lactose
7,03 20.85 26,44
-7,94 -9,87 -4,82
5,23 7,51 1,08
5,85 2,85 1,37
4,80 -0,04 6,47
414 5.62 26,18
22,55 29,04 2,71
-0,16 -9,18 3,81

Fonte: O AUTOR.

Para comparar os resultados obtidos a partir destes dois métodos de analise,
métodos oficias e método de FTIR, foi realizado um teste t pareado. Inicialmente foi
verificado que o conjunto de valores a ser comparado apresenta uma distribuicao normal

pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk.

O teste t pareado, equagao (3.42), fornece para o grupo de medidas referente ao
percentual de gordura t.,. = 0,2848, para o grupo de medidas do percentual de proteina
teae = 0,8747 e para o grupo de medidas do percentual de lactose t.,. = 1,11, como o
valor de t;,, = 2,365 foi maior que o de t.q., ou seja, tiup > teae, conclui-se que a um nivel
de 95% de confiancga, nao existe diferenga entre as medidas feitas a partir dos métodos de

Gerber, Kjeldahl e Lane-Eynon e pela metodologia de FTIR descrita neste trabalho.

O mesmo conjunto de amostras foi submetido a regressao por minimos quadrados
parciais PLS com o objetivo de verificar se ocorreria uma reducao na diferenca percentual

entre os resultados obtidos pelos métodos oficiais e pela técnica de FTIR.

A regressao PLS foi modelada com o pacote de servicos PLS Toolbox versao 5.0
sobre a plataforma do software Matlab sendo a matriz Xs3g,.912¢ da calibracdo obtida a
partir dos espectros de transmissao de 9 amostras em triplicatas auténticas num range

espectral de 900 & 5000cm~! em intervalos de 4cm™!.

Os graficos de dispersao entre os valores obtidos a partir da regressao PLS (pre-
ticted) e os valores de referéncia obtidos pelos métodos oficiais de analise (measured) sdo

apresentados abaixo:
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Figura 25 — Resposta da regressao PLS - Gréaficos de scores para gordura, proteina e lactose.

Fonte: O AUTOR.

Na figura acima é possivel verificar que o coeficiente de correlagdo r2 para a
quantificagdo dos teores de gordura é inferior aos coeficiente encontrados para proteina e
lactose. Isso se deve a precisao dos valores de referéncia dos teores de gordura fornecidos
pela metodologia oficial de andlise, método Gerber, utilizados para calibrar o modelo de
regressao, tais valores com apenas uma casa decimal geram um erro grande no percentual
de gordura ao efetuar a leitura pelo método butirométrico esse erro é refletido no modelo
de regressdo. Outro fato que explica esta correlacio r? = 0,794 se deve a dificuldade de
homogeneizagdo das amostras antes da leitura, feitas com bastao de vidro e banho térmico

a 40 graus celsius.
A tabela abaixo mostra os valores obtidos para os teores de gordura, proteina e

lactose pelos métodos oficiais e por FTIR a partir da regressao PLS.

Tabela 23 — Percentual de gordura, proteina e lactose obtidos pelos métodos oficiais (Gerber, Kjeldahl e
Lane-Eynon, respectivamente) e PLS - FTIR.

Métodos oficiais MLR - FTIR
% Gordura | % Proteina | % Lactose | % Gordura | % Proteina | % Lactose
4,1 3,01 4,82 4,53 2,96 5,08
4,1 3,02 4,86 4,52 2,87 5,05
4,7 3,62 4,94 4,48 3,68 4,90
4,7 3,52 4,94 4,71 3,71 5,02
4.5 3,20 4,55 4,44 3,13 4,58
4,5 3,31 4,57 4,50 3,23 4,54
4,2 3,08 5,00 4,12 3,34 4,93
4,2 3,06 5,00 3,94 3,04 5,05

Fonte: O AUTOR.

A tabela abaixo mostra os valores de diferenca percentual obtidos entre os métodos

padrao de analise e os obtidos a partir da regressao PLS.



Lane-Eynon) e pelo método de FTIR utilizando regressao PLS.

diferenca % Gordura | diferenca % Proteina | diferenca % Lactose
210,49 1,66 5,39
210,24 4,97 23,91
4,68 -1,66 0,81
0,21 -5,40 -1,62
1,33 2,19 20,66
0,00 2,42 0,66
1,90 8,44 1,40
6,19 0,65 -1,00
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Tabela 24 — Diferenga percentual entre as medidas realizadas pelos método oficiais (Gerber, Kjeldahl e

Fonte: O AUTOR.

Para comparar os resultados obtidos a partir destes dois métodos de analise,
métodos oficias e método de FTIR, foi realizado um teste t pareado. Inicialmente foi
verificado que o conjunto de valores a ser comparado apresenta uma distribuicao normal

pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk.

O teste t pareado, equagao (3.42), fornece para o grupo de medidas referente ao
percentual de gordura t.,. = 0,324, para o grupo de medidas do percentual de proteina
teae = 0,348 e para o grupo de medidas do percentual de lactose t.q. = 1,439, como o
valor de t;,, = 2,365 foi maior que o de t.q., ou seja, tiup > teae, conclui-se que a um nivel
de 95% de confiancga, nao existe diferenga entre as medidas feitas a partir dos métodos de

Gerber, Kjeldahl e Lane-Eynon e pela metodologia de FTIR descrita neste trabalho.

Observando-se os resultados gerados a partir das duas formas de célculo de regressao
utilizadas nesta secao, MLR e PLS, percebe-se que as duas quando comparadas com as
técnicas oficias de andlise levam a erros inferiores a 10,5%. Ainda que a regressao PLS seja
mais refinada que a MLR, ambas mostraram-se semelhantes para a finalidade de aplicacao
deste trabalho. Sendo assim, pode-se dizer que no caso deste trabalho, a regressaio MLR é

mais vantajosa ja que nao necessita de software especifico para sua execucao.

5.3 DETERMINACAO DO PERCENTUAL DE AGUA ADICIONADA EM AMOS-
TRAS DE LEITE UHT

A leitura dos 5 niveis de adicdo de agua ao leite, em duplicatas, forneceram os

seguintes conjuntos de valores para a elaboracao do modelo de regressao:
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Tabela 25 — Dados obtidos para a elaboragao da regressao do percentual de dgua adicionada no leite.

amostra | % de adicao de dgua - Crioscopio | Transmitancia em 213lecm~! — FTIR
la 10,74 0,1961
1b 10,74 0,1963
2a 15,74 0,1953
2b 15,55 0,1951
3a 20,92 0,1936
3b 20,74 0,1934
4a, 25,92 0,1920
4b 25,92 0,1918
Sa 30,92 0,1904
5b 31,11 0,1903

Fonte: O AUTOR.

A partir da tabela acima, pelo método dos minimos quadrados, obtemos a regressao
para o percentual de dgua adicionada ao leite em fun¢ao do valor de transmitancia em

2131em™! (75), regiao de absor¢ao da molécula de dgua, esta regressio é dada por:

% = —3362,8.T5, + 671,3 (5.7)

Os testes de linearidade da regressao (5.7) foram realizados com o conjunto de
dados apresentados na tabela 25, o primeiro teste foi determinar o coeficiente de correlagao
r = v/R? a partir da equacio (3.43), o resultado obtido foi R? = 0,9927. Logo o valor do
coeficiente de correlagao é r = 0,9963 valor superior ao recomendado de 0,99. Com esse
teste é possivel afirmar que existem evidéncias de uma boa relagao linear entre os valores

de transmitancia em 2131ecm™" e o percentual de adicao de dgua.

O segundo teste de linearidade utilizado foi o teste de hipotese a priori, a partir da
eq. (3.44) o valor encontrado foi Fiye = 4,520 e como Fi,, = 5,41, ou seja, Fye < Fiap, 0
teste de hipdtese a priori indica auséncia de falta de ajuste no modelo de previsao, a um

nivel de 95% de confianca.

O conjunto restante, de 4 amostras, foi utilizado para a comparacao entre os
resultados de percentual de dgua adicionada ao leite fornecido pelo método oficial de
criscopia eletronica e pelo método de FTIR através do modelo de previsao descrito pela
equagao (5.7), os resultados obtidos por cada método sao apresentados na tabela que segue

abaixo:



64

Tabela 26 — Percentual de dgua adicionada ao leite pelo método de crioscopia eletronica e pelo método
de FTIR e diferenca percentual entre as duas medidas.

amostra | % de adicao de dgua - Crioscopio | % de adicao de dgua - FTIR | diferenga %
1 13,14 12,19 7,22
2 18,33 17,91 2,30
3 23,51 23,29 0,94
4 28,70 28,33 1,28

Fonte: O AUTOR.

O méximo valor de diferenca entre os dois métodos foi de 7,5% apenas para

uma medida, as demais apresentam diferenca percentual inferior a 2,5%, o que sugere

uma boa resposta da regressao frente a medida feita pelo Crioscoépio. Para comparar

os resultados obtidos a partir destes dois métodos de andlise foi realizado um teste t

pareado. Inicialmente foi verificado que o conjunto de valores a ser comparado apresenta

uma distribuicdo normal pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk.

O teste t pareado, equagao (3.42), fornece para o grupo de medidas avaliado

teale = 3,0872 como o valor de t;,, = 3,182 foi maior que o de t.q., ou seja, tip > teale,

conclui-se que a um nivel de 95% de confianca, nao existe diferenga entre as medidas feitas

a partir da crioscopia eletronica e pela metodologia de FTIR descrita neste trabalho.
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6 CONCLUSAO

Os resultados encontrados neste trabalho mostraram que a técnica de FTIR na
regidao do infravermelho médio juntamente com o uso de ferramentas quimiométricas
empregadas na elaboragao de modelos de regressao multivariados para a previsao dos
teores de gordura, proteina e lactose em amostras de leite liquido, UHT e cru, sao

equivalentes as metodologias oficiais de andlise de leite.

O modelo de regressao MLR elaborado a partir do monitoramento dos valores
de transmitancia em 1041, 1539, 1755 e 2856¢m ™! nao apresentou diferencas quanto aos
resultados obtidos pelo equipamento de andlise eletronica LactoScope, a um nivel de 95%
de confianga, para a quantificagdo dos teores de gordura, proteina e lactose em amostras
de leite UHT.

Sabe-se que a regressao PLS é mais refinada que a MLR, contudo, ambas mostraram-
se semelhantes para a determinacao dos teores de gordura, proteinas e lactose em amostras
de leite cru, mostrando que a um nivel de 95% de confianca ndo diferem das metodologias
oficiais de andlise para estes constituintes. Portanto pode-se dizer que no caso deste
trabalho a regressao MLR é mais vantajosa ja que nao necessita de software especifico

para sua execugéo.

O modelo de regressao linear obtido a partir do monitoramento do valor de trans-
mitancia em 2131em ™! nao apresentou diferencas quando comparado com os resultados
encontrados a partir da metodologia oficial de andlise, crioscopia eletronica, a um nivel de
95% de confianca, para a determinacao dos percentuais de dgua adicionada em amostras
de leite UHT.

A técnica de FTIR mostrou-se bastante sensivel e capaz de identificar e quantificar
os constituintes principais do leite, gordura, proteina e lactose, bem como na identificagao
da adig¢ao de agua ao leite. Estes resultados ressaltam a eficiéncia da técnica de FTIR

para a analise e controle de qualidade do leite.

Em apéndice é apresentada uma perspectiva deste trabalho, que inicia a etapa de
elaboracao de prototipos, fotometros microcontrolados, dedicados a analise da qualidade
do leite.
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APENDICE A - Protétipo Dedicado a Determinacio Do Percentual De
Agua Adicionada Ao Leite.

OBSERVACAO: Esta secao foi removida por sigilo de patente.
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ANEXO A - Distribuigao t-student

Distribuicao t-student utilizada no teste de hipéteses para determinar se ha ou nao
diferenca entre o conjunto de medidas obtidos a partir de dois métodos de analise distintos
para amostras heterogéneas. A conclusao do teste é feita a partir da comparagao do valor

obtido por meio desta tabela, denominado ¢4, € do valor ¢.4. obtido pela equacao (3.41).

TABELA PARA DISTRIBUICAQO t DE STUDENT

T
taiw

Nota. A tabulacdo ¢ unilateral, isto &, vale para os valores positivos de r. Para [f] os valores de o devem
ser duplicados.

» L]

0,10 0,05 0,028 0,01 0,005 0,001 08,0005

I 3,078 6,314 12,706 31,821 63,657 38,31 636,62
2 1.KR6 .94 4,303 6,965 0.925 22,326 31,598
3 1638 2,353 3,182 4,541 5,841 10,213 12,924
4 1.533 2132 2,176 3,747 4,604 7,173 8,610
5 1.476 2,013 2,571 3,365 4,042 5,893 6,869
6 1,440 1,943 2.447 3,143 3,707 5,208 5,959
7 1,415 1,895 2,365 2,998 3,409 4,785 5,408
8 1,397 1,860 2,306 2,89 3353 4,501 3,041
9 1.383 1,433 2.262 2.821 3.250 4.297 4.781
10 1,372 1,812 21,228 2,764 3,169 4,144 4,587
11 1,363 1,79 2.2m 2,718 3,106 4,025 4,437,
12 1.356 1,782 2,179 2,681 3,055 3,930 4,318
13 1,350 1.7 2,160 2,650 3,012 3,852 4.2
14 1,345 1,761 2,145 2,624 2977 3,787 4,140
15 1,341 1,753 2,131 2,602 2,947 3,733 4,073
16 1,337 I, 746 2,120 2,583 2921 3,686 4,015
17 1,333 1,740 2,110 2,567 2,898 3,646 3,965
LK 1,330 1,734 2,101 2,582 2878 3,610 3.922
19 1,328 1.729 2,593 2,53 2,861 3,579 3,833
20 1,325 1,725 1,085 2,528 2,825 3,552 3.850
21 133 1,721 2,080 2,518 2,831 3,527 3,819
2 1,321 1,717 2074 2,508 2,819 3,505 3,792
b 1319 1,714 2069 2,500 2,807 3,485 3,747
4 13I8 1,711 2064 2,497 2,797 . daaT 3,745
25 1316 1,708 2,060 2,485 2,787 3450 3,725
26 1,315 1,70 2,056 2479 2.77% 3435 3,707
27 1,314 1,703 2,052 2,473 2,71 341 3,690
28 1313 1,700 2,48 2.467 2,763 3,408 1,674
29 1.311 1,699 2,045 2,462 2,756 3,396 3,659
30 1,310 1697 2,42 2,457 2,750 3,345 3,646
40 L3 1,684 2o 1,423 2,704 3,307 3,551
1) I,29% 1,671 2,000 2,390 2,660 3232 3,460
120 1,289 1,658 1,980 2,358 2,617 3,160 3373
- 1282 1,645 1,960 2.326 2,576 3,000 3,291

Figura 26 — Tabela de valores da distribuigao t-student.

Fonte: www.wikipedia.org
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ANEXO B - Distribuicao F

Distribuicao F' utilizada no teste de hipoteses para determinar se uma regressao
linear é ou nao adequada para descrever os dados obtidos, este teste também é chamado
de verificagao de falta de ajuste no modelo de regressao. A conclusao do teste é feita a

partir da comparacao do valor obtido por meio desta tabela, denominado Fj.,, e do valor

F,uc obtido pela equagao (3.44).

TABELA F : VALORES CRITICOS PARA UM TESTE UNILATERAL (o = 0,05)

10 12 15 20 24 30 40 &0 120 =

=
-
3]
[
-
]
-
-
@
©

=
=

2157 | 2246 | 230,2 | 2340 | 2368 | 2389 | 2405 | 2419 | 2439 | 2458 | 2480 | 2491 | 250,10 | 251,1 | 2522 | 2533 | 2543
1851 | 1900 | 19,16 | 19,25 | 19,80 | 19,33 | 19,35 | 19,37 | 19,38 | 1940 | 1941 | 1943 | 1945 | 19,45 | 1946 | 1947 | 15,48 | 19,49 | 1950
1013 | 9,55 | 928 | 912 | 901 | 894 | B8Y | B85 | 881 | BIY | B,74 | 870 | BE6 | 864 | a6z | 859 | 85T | 855 | 853
771 | 694 | 650 | 639 | 6,26 | 616 | 609 | 604 | 600 | 59 | 591 | 586 | 580 | 577 | 575 | 572 | 6869 | 566 | 563
66L | 579 | 541 | 5198| 505 | 495 | 488 | 482 | 477 | 474 | 468 | 462 | 456 | 453 | 450 | 446 | 443 | 4,40 | 436
59 | 514 | 476 | 453 | 439 | 428 | 421 | 415 | 410 | 406 | 4,00 | 394 | 3,87 | 384 | 38 | 377 | 3,74 | 370 | 367
559 | 474 | 435 | 412 | 897 | 387 | 379 | 373 | 368 | 364 | 357 | 351 | 344 | 341 | 338 | 334 | 390 | 327 | 323

532 | 446 | 407 | 3,81 | 389 2

1614 | 1995

358 | 350 | 344 | 339 | 335 | 328 | 322 | 316 | 332 | 30@ | 204 | 301 | 207 | 203
512 4,26 3,86 3.63 348 337 3,29 3,23 3,18 3,14 3,07 301 2,84 | 290 2,88 2,83 279 | 275 27
49 | 410 | 37 | 348 | 333 | 322 | 314 | 307 | 302 | 298 | 291 | 285 | 277 | 274 | 270 | 266 | 262 | 268 | 2,54
4,84 398 3,59 3,36 3,20 3,09 3,01 2,95 2,90 2,85 2,79 2,72 2,65 2,81 2,57 2,53 249 245 240
475 | 380 | 340 | 326 | 311 | 300 | 281 | 285 | 280 | 275 | 269 | 262 | 254 | 251 | 247 | 245 | 238 | 234 | 290
4,67 3.81 341 318 3,03 292 2,83 2,77 2,71 267 2,60 2,53 2,46 2,42 2,38 2,34 2,30 2,25 221
4,60 3,74 3.4 311 2,96 2,85 2,76 2,70 2,65 2,60 2,53 2,46 2,39 2,35 2,31 2,27 222 2,18 2,13
454 | 368 | 320 | 306 | 2,9 | 279 | 271 | 264 | 259 | 254 | 248 | 240 | 233 | 220 | 225 | 220 | 216 | 231 | 207 |
4,49 3,63 3.24 3,01 2,85 2,74 266 2,59 2,54 249 242 2,35 2,28 2,24 219 2,15 211 2,06 2,01
445 3,59 3,20 2,96 2,81 2,70, | 261 2,55 249 245 2,38 2,01 223 219 215 | 210 2,08 2,01 1,56
441 3,55 3,16 2,93 2,77 2,66 2,58 2,51 2,46 2,41 234 2,27 2,19 215 2,11 2,06 2,02 1,97 192
438 | 852 | 313 | 290 | 274 | 283 | 254 | 248 | 242 | 228 | 231 | 223 | 216 | 211 | 2,07 | 208 | 1,98 | 1,83 | 1,88
435 | 348 | 310 | 287 | 271 | 260 | 251 | 245 | 239 | 235 | 228 | 220 : 212 | 208 | 204 | 199 | 195 | 190 | 1.84
432 | 347 | 307 | 284 | 268 | 257 | 249 | 242 | 237 | 232 | 225 | 218 | 2,00 | 205 | 201 | 19 | 192 | 1,87 | 181
430 | 344 | 305 | 282 | 266 | 255 | 246 | 240 | 234 | 230 | 2,23 | 215 | 207 | 203 198 194 1,89 1,84 1,78
428 | 342 | 308 | 280 | 264 | 253 | 244 | 237 | 232 | 227 | 220 | 213 | 205 | 200 | 198 | 191 | 188 | 181 | 1%
4.26 | 3.40 3,01 2,78 2,62 2,51 2,42 2,36 2,30 2,25 2,18 2,11 2,03 198 194 1,89 1.54 1.79 1.73
424 | 339 | 299 | 276 | 260 | 249 | 240 | 234 228 | 2,4 2,16 2,09 2,01 1,96 192 1,87 1,82 1,77 1,71
4,23 3,37 298 2,74 2,59 2,47 239 232 2,27 2,23 2,15 207 1,99 195 1,90 L85 1,80 1,75 1,69
421 | 335 | 296 | 273 | 257 | 246 | 237 | 231 | 225 | 220 [ 213 | 206 | L7 | 1,93 | 188 | 184 | 179 | 173 | 167 |
295 | 271 | 256 | 245 | 236 | 229 | 224 | 219 | 212 | 204 | 198 | 191 | 187 | 182 | 177 | 171 | 165 |
4,18 3,33 2,93 2,70 2,55 243 2,35 2,28 2,22 2,18 2,10 2,03 1,94 1,90 1,85 1,81 175 1,70 1,64 |
417 | 342 | 292 | 269 | 263 | 242 | 233 | 2237 | 221 | 216 | 2,00 | 201 | 1,83 | 1,89 | 184 | L79 | 174 | 168 | 162 |
408 | 325 | 284 | 261 | 245 | 234 | 225 | 218 | 232 | 2,08 | 2,00 | 192 | 1,84 | 173 | 1,74 | 169 | 164 | 158 T 151
400 | 315 | 276 | 253 | 237 | 225 | 217 | 2,0 | 204 | 1,9 | Ls2 | 184 | L75 | L70 | 165 | 159 | 153 1,47 | 139
392 | 307 | 288 | 245 | 220 | 217 | 200 | 202 | 196 | 1,91 | 1,83 | 1,75 | 166 | 161 | 155 | 150 | 143 | 1,85 | 125 |
384 | 300 | 280 i 237 | 221 | 210 | 201 | 184 | 1,88 | 18 | L75 | 167 157 | 152 | 146 | 139 | 132 | 122 | 100

BB SN RR BN EEESERREREBEco oo s wn -

Figura 27 — Tabela de valores da distribuicao F.

Fonte: www.wikipedia.org
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