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RESUMO

A cadeia produtiva do leite e derivados € de grande importancia econdmica e social
para o Brasil, com o pais sendo o terceiro maior produtor mundial de leite. A adi¢cao
de soro de queijo ao leite € uma das fraudes mais comuns, prejudicando a qualidade
e o valor nutritivo do alimento. A deteccao de fraudes tem sido realizada por meio de
métodos analiticos tradicionais, mas também estdo sendo utilizadas outras areas de
estudo, como a espectroscopia de infravermelho, para facilitar a avaliacdo da
qualidade do leite. O objetivo deste estudo foi desenvolver um modelo preditivo ou
classificatorio para detectar a adicdo de soro de leite em quantidades que permitam
classificar o leite de acordo com a Instrucdo Normativa N°68. Avaliando a eficiéncia
do método de espectroscopia do infravermelho médio na quantificacido/detecgao de
soro de leite no leite cru e comparando-o com o método utilizado em rotina, o Kit c-
Gmp. No estudo, foram coletadas amostras de leite cru na rotina da recepcao de leite
da fabrica Nestlé em Montes Claros, Minas Gerais. As amostras foram divididas em
dois grupos: amostras em branco, que nao tinham adulteragdo com soro, e amostras
adulteradas, que tinham adigao intencional de soro. Foram coletadas um total de 886
amostras das rotas recebidas na unidade entre janeiro de 2022 e agosto de 2023.
Para realizar a checagem das contaminagdes intencionais realizadas durante o
estudo, foram realizadas analises do indice de CMP de 5 niveis das concentragdes
utilizadas (0 — Isentos de adi¢&o, 30 mg/L, 50 mg/L, 70 mg/L, 100 mg/L e 150 mg/L .
As checagens foram realizadas pelo método HPLC bem com pelo kit c-GMP. O
método mostrou uma boa correlagdo em relagdo a metodologia HPLC. No entanto, ao
comparar o método com o kit c-GMP, observou-se que o equipamento nao foi capaz
de quantificar satisfatoriamente em niveis entre 30 mg/L e 75 mg/L. No entanto, o
equipamento demonstrou que, ao realizar leituras com niveis superiores a 75 mg/L,
ele também quantifica em niveis mais baixos (entre 30 mg/L e 75 mg/L), o que pode
ser util na quantificacdo de niveis acima de 75 mg/L. Para reduzir o erro encontrado
no modelo preditivo de deteccdo, sera necessario realizar um estudo mais
aprofundado e desenvolver o uso de outras ferramentas, como as Redes Neurais
Artificiais (RNA).

Palavras chaves: Espectrometria, soro, leite cru.



ABSTRAT

The dairy production chain is of great economic and social importance to Brazil, with
the country being the third largest producer of milk in the world. The addition of whey
to the milk is one of the most common frauds, jeopardizing the quality and nutritional
value of the food. Fraud detection has been carried out using traditional analytical
methods, but electronic equipment, such as infrared spectroscopy, is also being used
to facilitate the evaluation of milk quality. The aim of this study was to develop a
predictive and/or classifying model to detect the addition of whey in quantities that
would allow the milk to be classified according to Normative Instruction N°68.
Evaluating the efficiency of the near-infrared spectroscopy method in the
quantification/detection of whey in raw milk and comparing it with the method used in
routine use, the c-Gmp Kit. In the study, samples of raw milk were collected during the
milk reception routine at the Nestlé factory in Montes Claros, Minas Gerais. The
samples were divided into two groups: blank samples, which had no adulteration with
serum, and adulterated samples, which had intentional addition of serum. A total of
886 samples of the routes received at the unit between January 2022 and August 2023
were collected. To check for intentional contamination during the study, analyzes of
the CMP index of 5 levels of the concentrations used (0 - free of addition, 30 mg/L, 50
mg/L, 50 mg/L, 70 mg/L, 100 mg/L and 150 mg/L) were performed. The checks were
performed by the HPLC method as well as by the c-GMP kit. The method showed a
good correlation with the HPLC methodology. However, when comparing the method
with the c-GMP Kkit, it was observed that the equipment was not able to quantify
satisfactorily at levels between 30 mg/L and 75 mg/L. However, the equipment
demonstrated that when taking readings at levels above 75 mg/L, it also quantifies at
lower levels (between 30 mg/L and 75 mg/L), which may be useful in quantifying levels
above 75 mg/L. To reduce the error found in the detection method, it will be necessary
to carry out a more in-depth study and to develop the use of other tools, such as
Artificial Neural Networks (RNA).

Keywords: Spectrometry, whey, raw milk.
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1 INTRODUGAO

A cadeia produtiva do leite e derivados € um setor de grande importancia
econdmica e social para o Brasil, recebendo dedicacéo especial do MAPA. O Brasil €
o terceiro maior produtor mundial de leite, com mais de 34 bilhées de litros por ano,
com produgcdo em 98% dos municipios brasileiros, tendo a predominéncia de
pequenas e médias propriedades, empregando cerca de 4 milhdes de pessoas. O
pais conta com mais de 1 milhdo de propriedades produtoras de leite segundo dados
da Secretaria de Politica Agricola (MAPA, 2023).

E notério observar que a sociedade tem se desenvolvido de forma expressiva
em diversas areas do conhecimento, porém sempre se fez necessario para o
desenvolvimento populacional a busca por alimentos de diversas fontes e de boa
qualidade. O consumidor € cada vez mais presente no mercado de lacteos,
demandando diversidade de produtos e derivados do leite. O consumidor diante das
gbndolas do mercado lacteo, de forma oculta ele esta sinalizando aos produtores e
industrias o que mais gosta, para que os fabricantes e vendedores fiquem mais
atentos para atender as demandas cada vez mais especificas e exigentes de seus
consumidores (RENTERO,2019).

O habito de consumo de derivados diversos e de leite in natura de animais,
foram aprimorados de acordo com os padrdes e os critérios de aceitabilidade.
Conforme o desenvolvimento de tecnologia nas industrias de produtos de origem
animal, aprimorou aos produtos derivados do leite, processos especificos resultando
em produtos diversificados com elevada aceitagcdo em varios nichos de mercado
(RENTERO,2019).

O leite € um dos produtos mais importantes da agropecuaria brasileira. De
acordo com Brasil (2017), é definido pelo decreto N° 9.013 como o produto oriundo da
ordenha completa, ininterrupta, em condi¢ées de higiene, de vacas sadias, bem
alimentadas e descansadas. E, também, um alimento rico em nutrientes, sendo fonte
de proteinas e calcio e seu consumo pode trazer diversos beneficios para a saude.
Porém, assim como outros produtos alimenticios, esta susceptivel a acdes
fraudulentas e criminosas ao longo de sua cadeia produtiva (PINTO, 2022).

As fraudes em leite sdo um assunto bastante recorrente na sociedade e, de
tempos em tempos, somos expostos a novos escandalos envolvendo este tema.
Dessa forma, sao diversas as consequéncias que a industria leiteira enfrenta e, muitas

delas, estao relacionadas com a visdo negativa que se cria sobre os produtos lacteos,
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podendo gerar significativo impacto sobre consumidores, produtores e empresarios
(PINTO, 2022).

Originalmente, as fraudes em leite visavam aumentar o volume, principalmente
pela adicdo de agua. Porém com o passar do tempo e com o refinamento de técnicas,
surgiram novos tipos de adulteragao, como adicdo de soro de leite, conservantes,
substancias neutralizantes e reconstituintes de densidade e crioscopia (SALES et al.,
2020). A modernizagao destas praticas faz da detec¢cdo das fraudes um desafio
crescente, e o fato de que podem ocorrer em qualquer etapa da cadeia produtiva do
leite dificulta ainda mais sua detecgao (FAGNANI, 2016).

Segundo Fagnani (2016), as fraudes podem ocorrer na propriedade rural e
estdo associadas a obtencgéo de lucro através da entrega de maiores volumes de leite
a industria e/ou transportador do que o que foi de fato produzido. A etapa de transporte
também se torna susceptivel a adulteragdes, onde a responsabilidade € atribuida aos
donos das empresas ou ao proprio caminhoneiro. As fraudes, muitas vezes, podem
estar conectadas as industrias, ocorrendo dentro do préprio laticinio, ou ao comércio,
nos produtos expostos ao consumidor como através da alteracido de prazos de
validade, por exemplo.

A necessidade do alinhamento a regulamentacgao internacional tem forgado um
aprimoramento da legislagdo brasileira no sentido da consolidagdo dos reais
indicadores de qualidade do leite e derivados. Entre os parametros importantes para
a caracterizagdao do leite esta a composicdo centesimal de seus principais
constituintes, como gordura, lactose e proteinas (MONTEIRO, 2015).

A legislagao brasileira, e também a de todos os paises desenvolvidos, proibe a
adicao de soro de leite ao leite de consumo. Caso a adi¢ao seja feita, o produto final
devera chamar-se “bebida lactea” e ndo poderia ser considerado leite (tipo A, B, C,
esterilizado, etc.) (DRACZ, 1996).

A legislagdo brasileira considera fraude a adigdo de soro de leite ao leite
pasteurizado, esterilizado ou em pd. Entretanto, por estar quase sempre disponivel,
uma vez que € um subproduto da fabricagdo de queijos, de custo reduzido ou nulo,
torna-se economicamente atrativa a adicao de soro de leite ao leite, prejudicando
diretamente o consumidor e os concorrentes que obedecem a legislagao, além de
incorrer em crimes previstos na legislagdo. Uma vez que a adigdo de soro de leite ao

leite compromete a sua qualidade, torna se imprescindivel o controle deste importante
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alimento distribuido aos consumidores, para sua utilizagcdo como se fosse leite puro
(CARVALHO, 2007).

Esta adicdo, assim como qualquer outra, é proibida pela legislagéo brasileira
por reduzir o valor nutritivo do alimento diluindo os teores de proteinas e gorduras.
Caracteriza, ainda, pratica abusiva que lesa os direitos do consumidor e que pode, em
casos de consumo prolongado, gerar desnutricdo, principalmente em lactentes. No
entanto, para uma grande diversidade de outros produtos como leites fermentados,
achocolatados, confeitos, panificacdes e as denominadas bebidas lacteas, o soro de
leite € um ingrediente de uso comum (OLIVEIRA, 2011).

As metodologias de analises de referéncia sao trabalhosas, demoradas e
possuem um custo elevado para serem executadas. Como uma alternativa para
facilitar a avaliacdo da qualidade tem sido utilizados outros ramos de estudos com,

como a espectroscopia de infravermelho, associados as técnicas estatisticas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 LEITE

O leite € uma combinagédo de diversos elementos em agua. Os elementos
sélidos representam aproximadamente 12 a 13% do leite e a agua, aproximadamente
87%. Os principais elementos solidos do leite sédo lipidios (gordura), carboidratos,
proteinas, sais minerais e vitaminas. Esses elementos, suas distribuicoes e interacdes
sdo determinantes para a estrutura, propriedades funcionais e aptidao do leite para
processamento (BRITO, 2021). A concentragcdo e distribuicdo média dos

componentes do leite pode ser observada na Tabela 01.

Tabela 1 - Concentragao e distribuicdo média dos componentes do leite.

Componente Leite (g/L)
Agua 87,1
Solidos Totais 12,9
Caseinas 2,6
Proteinas do soro 0,7
Gordura 4.0
Lactose 4,6
Minerais 0,7
Outros 0,32

Fonte: Baldasso (2008).

A porcentagem de lactose no leite € de aproximadamente 5% (4,7% a 5,2%).
E um dos elementos mais estaveis do leite, isto €, menos sujeito a variagdes. As
proteinas representam entre 3% e 4% dos sdlidos encontrados no leite. A
porcentagem de proteina varia, dentre outros fatores, e € proporcional a quantidade
de gordura presente no leite. Isso significa que quanto maior a percentagem de
gordura no leite, maior sera a de proteina. Existem varios tipos de proteina no leite. A
principal delas € a caseina, que apresenta alta qualidade nutricional e € muito
importante na fabricagdo dos queijos. A caseina é produzida pelas células secretoras
da glandula mamaria e encontra-se organizada na forma de micelas, que séao

agrupamentos de varias moléculas de caseina junto com calcio, fésforo e outros sais.
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Cerca de 95% da caseina total do leite esta nessa forma. As micelas de caseina junto
com os globulos de gordura s&o responsaveis por grande parte das propriedades
relativas a consisténcia e a cor dos produtos lacteos (BRITO, 2021).

A concentragéo de gordura no leite varia geralmente entre 3,5 e 5,3%, em razao
de diferengas entre ragas, estagio da lactacdo e de acordo com a alimentagédo dos
animais. A gordura do leite esta presente na forma de pequenos glébulos, suspensos
na fase aquosa. Cada glébulo € envolvido por uma camada formada por um
componente da gordura denominado fosfolipidio. Essa camada forma uma membrana
que impede a unido de todos os globulos. Desse modo, a gordura do leite € mantida
na forma de suspensao (BRITO, 2021).

O leite € uma fonte excelente da maioria dos sais minerais necessarios para o
desenvolvimento dos individuos. O célcio e o fésforo do leite apresentam alta
disponibilidade, em parte porque se encontram associados a caseina. Por isso, o leite
€ uma das melhores fontes de calcio para o crescimento do esqueleto dos individuos
e para a manutengado da integridade dos ossos dos adultos. O conteudo de ferro é
baixo (BRITO, 2021).

2.2 CONSUMO DE LEITE NO BRASIL E NO MUNDO

O consumo de produtos lacteos industrializados cresce com o nivel de renda.
Sua evolugdo segue o conceito econdmico de elasticidade-renda. Obviamente que
existe o efeito de saciedade e o consumo deixa de expandir a partir de determinado
nivel. No entanto, considerando o padrao de renda global pode-se afirmar que ha
amplo espaco para o crescimento do consumo, sempre considerando que o fator
renda sera decisivo nesse contexto. Em paises de com populagdo de baixa renda, a
populagdo se alimenta relativamente mais de raizes e tubérculos e a medida que a
renda cresce ocorre migragao para proteinas animais, como o caso do leite e seus
derivados (CARVALHO, 2023).

O consumo a partir de 2000, destacando pontualmente alguns paises, vale
ilustrar o comportamento positivo do consumo com o padrdao de renda per capita
(Figura 1) e a densidade de paises com renda baixa e baixo consumo. De amostra de
188 paises, apenas 100 deles possui consumo superior a 100 kg de leite equivalente
por ano. Somente 54 paises tém consumo superior a 200 kg por habitante por ano.

Isso ilustra o potencial de expansdo do consumo, a depender do crescimento de
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renda. Em paises da América do Sul, observa-se que Uruguai, Argentina e Chile
possuem consumo per capita ligeiramente superior ao do Brasil e bem acima do
Paraguai. Mas tanto Uruguai quanto Argentina tém apresentado desempenho fraco
de demanda. A Argentina chegou a ter consumo per capita de 215 kg/habitante em
2000, recuando para 182 kg em 2021 (CARVALHO, 2023).

Figura 1 — Consumo de lacteos (Kg/Hab) Versus Renda Per Capta (USS/HAB) 2001.
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Fonte: Embrapa/lFCN (2003).

O Brasil, por outro lado, passou de 129 kg para 170 kg/habitante no mesmo
periodo, apesar da desaceleracdo apdés 2014. O destaque de crescimento do
consumo no citado periodo foi o Paraguai, que apesar de ter consumo médio
relativamente baixo registrou expansao de 60% no periodo, passando de 88 kg para
141 kg/habitante (CARVALHO, 2023).

Segundo (Carvalho, 2023) em 21 anos, o consumo de lacteos na China saltou
de 8 para 39 Kg/habitante. Na Europa, o consumo de lacteos ja é bastante elevado,
com volume médio de 312 kg/habitante. Franga e Alemanha possuem o consumo mais
alto, com 344 kg e 334 kg por habitante, respectivamente. Mas no caso da Francga o
consumo vem desacelerando, inclusive de queijos, enquanto na Alemanha a
tendéncia é de elevacao.

Na Asia, o principal destaque no consumo de lacteos é a india, com cosnumo
per capita parecido com o brasileiro, no patamar de 172 kg/habitante. Além de volume

relativamente mais alto que o dos demais paises do continente, 0 consumo indiano
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praticamente dobrou em 21 anos. China e Vietnd também tiveram desempenho
interessante. O consumo chinés passou de 8 kg/habitante em 2000 para quase 39
kg/habitante em 2021. Vietnd seguiu o0 mesmo caminho, com elevagdo de 7
kg/habitante para 25 kg/habitante. Esses numeros ainda baixos mostram que ha
espaco para forte expansao do consumo na regido, que tem sua base em leite fluido
e alguns refrigerados. Completando, na América do Norte, o consumo no Canada e
nos Estados Unidos s&o parecidos, proximo de 280 kg/habitante (CARVALHO, 2023).

Apesar de serem mercados de consumo mais consolidados, ainda dao sinais
de crescimento de demanda, sobretudo nos queijos. Portanto, analisando o consumo
global, observa-se que algumas regides continuam com volume relativamente baixo,
devido ao menor poder de compra da populagdo. Em alguns paises da América do
Sul, como o caso brasileiro, o baixo crescimento da economia tem dificultado a
expansdo do consumo. O mesmo vem ocorrendo na Argentina. J& na Asia, existe
espaco enorme de crescimento do consumo de produtos ainda classificados como
commodities, como leite fluido. O mesmo ndo tende a ocorrer em paises com renda
superior, em que o consumo de leite fluido perde espago para produtos como queijos,
iogurtes e outros refrigerados (CARVALHO, 2023).

2.3 SORO

O soro de leite é um coproduto da fabricagéo de queijos, obtido apds a remogéo
da coalhada de caseina do leite. De acordo com a técnica utilizada para a coagulagao
do leite, obtém-se o soro de leite doce ou acido (Tavares, 2020, Tsermoula, etal.,
2021). O soro acido € produzido pela coagulagao acida do leite, por meio da adi¢gao
de acido ou de culturas de bactérias laticas. Ja o soro doce é produzido através da
coagulacdo enzimatica do leite pela adicdo de coalho, tipicamente composto por
renina e pepsina, isto é, proteases (enzimas) com funcdo de coagular a caseina
(Schuck, et al., 2004). As principais diferengas entre os soros acido e doce consistem
nos valores de pH, no perfil mineral, na quantidade de lactose e acido latico e no teor
de proteinas. O soro acido é caracterizado por valores mais baixos de pH (pH~4,6-
4,7) em comparacgao ao soro doce (pH~5,9-6,4) e contém maior quantidade de ions
calcio, anions fosfato e acido latico (Pires, et al., 2021, Merkel et al., 2021, Zhao et
al.,2022).
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No Brasil a produgao de soro € representada quase que totalmente de soro

doce, sendo a produgao de soro acido insignificante (WIOTTO, 1993). Os principais

componentes, vitaminas e minerais do soro encontram-se nas tabelas 02, 03 e 04

respectivamente.

Tabela 2 - Composi¢cao média do leite e dos soros doce e acido.

Leite % Soro doce % Soro acido %
Solidos Totais 13,0 6,4 6,20
Proteinas 3,6 0,8 0,75
Gordura 3,9 0,5 0,04
Lactose 4,6 4,6 4,20
Cinza 0,8 0,5 0,80
Acido Latico 0,05 0,40

Fonte: Antuntes (2023).

Tabela 3 - Composi¢ao do leite e do soro, em termos de minerais.

Minerais Leite mg/L Soro de leite mg/L
Calcio 1170 430
Saodio 680 500
Magnésio 110 88
Potassio 1430 1600
Fosforo 950 400

Fonte: FOX (1997).

Tabela 4 - Composicao vitaminas do leite e do soro, em mg/L.

Vitaminas Leite Soro de leite
B1 0,44 0,38
B2 1,70 1,20
Bs 1,30 0,85
Bs 3,50 3,40
Be 0,50 0,42
C 15 2,2

Fonte: Adaptado FOX (1997), WALSTRA et al. (1999).
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Em uma composigcado aproximada, o soro de leite apresenta 93 a 94% de agua
e 6% a 7% de solidos totais, sendo que dentre os principais constituintes dos soélidos
totais, a lactose (4,5 a 5%) e as proteinas (0,7 a 0,9%) se destacam, junto com os
minerais e a gordura, por serem compostos valiosos para a industria. As proteinas do
soro de leite, além de fornecerem aminoacidos com beneficios relacionados a
aspectos nutricionais, contém algumas propriedades funcionais (gelificagéo,
emulsificacdo e formacgao de espuma). Tais fatores fizeram com que o soro de leite
ganhasse atencado de varios setores industriais, tendo em vista suas potencialidades
energéticas, farmacéuticas e nutricionais (DUARTE, et al., 2020, SETIOWATI, et
al.,2020, PIRES, et al., 2021, ZHANG, et al., 2021).

A industria de laticinios considerou o soro, por muitos anos, como um
subproduto de baixo valor, despejando-o em rios e lagos ou irrigando o solo (Vieira,
1999). Com o inicio da fabricagdo de queijos em larga escala, a disposi¢do desse
residuo tornou-se um grande problema, uma vez que era descartado sem que fossem
consideradas as consequéncias ambientais. Aos poucos, esse produto passou a ser
utilizado para produgao de lactose e na alimentagéo de animais. O soro é reconhecido
pelo seu alto valor nutricional, o que faz com que sua utilizagdo tenha grande
importancia econdmica (MAGANHA, 2008).

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

2.3.1 Proteinas do Leite

As proteinas representam entre 3% e 4% dos solidos encontrados no leite. A
porcentagem de proteina varia, dentre outros fatores, com a raga e é proporcional a
quantidade de gordura presente no leite. Isso significa que quanto maior a
percentagem de gordura no leite, maior sera a de proteina (BRITO, 2021).

Existem varios tipos de proteina no leite. A principal delas € a caseina, que
apresenta alta qualidade nutricional e € muito importante na fabricagdo dos queijos. A
caseina é produzida pelas células secretérias da glandula mamaria e encontra-se

organizada na forma de micelas, que sdo agrupamentos de varias moléculas de
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caseina junto com calcio, fésforo e outros sais. Cerca de 95% da caseina total do leite
esta nessa forma. As micelas de caseina junto com os glébulos de gordura sao
responsaveis por grande parte das propriedades relativas a consisténcia e a cor dos
produtos lacteos (BRITO, 2021).

A caseina nao é facilmente alterada pelo calor, permanecendo bastante estavel
quando o leite é pasteurizado. Entretanto, quando ocorrem mudangas na acidez do
leite, ha rompimento da estrutura das micelas, o que faz a caseina precipitar e formar
coagulos. A gordura e a caseina tém importancia fundamental para a manufatura de
varios derivados lacteos, sendo que representam a maior concentragao de elementos
soélidos dos queijos (BRITO, 2021).

As proteinas do soro de leite sdo comumente concentradas e desidratadas para
produzir concentrados ou isolados proteicos, os quais sdo amplamente usados na
fabricagcao de outros alimentos (WHERRY et al., 2019).

2.3.2 Caseinas

As caseinas no leite fluido representam 80% das proteinas totais do leite, sdo
proteinas especificas, fosforiladas e insoluveis em pH 4,6, enquanto que as
soroproteinas sdo solUveis sob as condi¢des ibnicas do leite neste pH. E de grande
importancia industrial a precipitacao isoelétrica das caseinas no leite, pois permite a
producdo de caseinas e caseinatos, produtos lacteos fermentados e queijos
produzidos sob coagulacao acida (FOX, 2003).

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

As caseinas sao classificadas em subgrupos, sao eles: a, B, K e y. As caseinas
a apresentam uma familia com caracteristicas diferentes (as0 e as5).

A caseina apresenta uma estrutura interna formada de as1-as2-3-caseina e de
nanoparticulas de fosfato de calcio, enquanto que a k-caseina esta localizada
preferencialmente na superficie (DALGLEISH, 2011).

A k-caseina tem como base uma cadeia simples com 169 aminoacidos. No leite
encontra-se agregada em polimeros de massa molecular entre 60.000 a 150.000 Da

(SGARBIERI, 2004). Contém dois residuos de cisteina e um de fosfosserina, esse
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residuo provavelmente nao participa da formagao de fosfato de calcio em funcao da
sua localizagao na porgao C-terminal da cadeia polipeptidica.

A k-caseina € a fragdo das caseinas heterogéneas, insensivel ao Calcio
(Ca2+), desempenhando importante papel na estabilidade da caseina em condi¢des
normais e impedindo a precipitagdo das caseinas as e 3 em presenca de ions. Esta
propriedade estabilizadora é perdida durante a precipitagdo pela quimosina
(CARVALHO, 2007).

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

A cisteina somente é encontrada nas caseinas as2 e k. Este residuo forma
ligacdes dissulfeto intermoleculares. Nas caseinas as1 e B ndo encontramos cisteina
ou cistina o que permite uma maior flexibilidade nessas moléculas. Devido
principalmente aos teores de prolina, distribuida em toda a cadeia polipeptidica, as
caseinas, em especial a B-caseina, sdo proteinas de estruturas abertas e com
predominancia de estruturas primarias (DICKINSON, 1999).

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

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

enquanto que as demais se orientam para o seu interior. Isto ocasiona um
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impedimento estérico e eletrostatico a aglomeracao da micela. A estrutura da caseina

€ estabilizada por interagbes hidrofébicas e idnicas (SOUZA, 2013).

Figura 2 — Micela de caseina (A: submicela, B: cadeias proteicas, C: fosfato de

calcio, D: k-caseina, E: grupo fosfato).

A B copE
Fonte: Food-Info, (2003).

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

alterados quando aplicados tratamentos tecnolégicos (SILVA, 2010).

2.3.3 Soroproteinas

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

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

dieta especial.
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A B-lactoglobulina presente em maior quantidade representa 50% das
proteinas do soro. E tipicamente globular, sendo a principal proteina. Contém 162
aminoacidos, com uma meédia massa molecular (em torno18 de kDa), o que |he
confere resisténcia a agdo de acidos e enzimas proteoliticas presente no estdbmago,
sendo absorvida no intestino delgado (ANTUNES, 2003).

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

2.4 CASEINOMACROPEPTIDEO (CMP)

O caseinomacropeptideo (CMP) € um peptideo que apresenta 64 aminoacidos,
formado devido a agdo da quimosina durante a fabricagdo do queijo (TULIO, 2007).
Ocorre a clivagem da proteina k-caseina na ligagao fenilalanina (PHE) aa 105 e
metionina (MET) aa 106, resultando em dois peptideos, o caseinomacropetideo, que
contém a porgao C-terminal (106 a 169), este é soluvel em acido tricloroacético 8%,
apresentando em sua estrutura diferentes concentragoes de fosfato e carboidratos, e
outro peptideo de baixa solubilidade, o para k-caseinato constituido pela por¢ao N-
terminal (1 a 105). A Figura 3 representa o local da agdo da quimosina na k-caseina
(MAGALHAES, 2008).

Figura 3 - Local de agdo da quimosina na k-caseina.

1 2 3 103 104 105 106 107 108 167 168 169
Glu-Glu-Gln----Leu-Ser-Phe Met-Ala-Ile-—--Thr-Ala-Val
) quimosina ' ¢ )
para-k-caseina glicomacropeptideo
(CMP)
Permanece na massa de queijo Fica soluvel no soro

Fonte: Adaptado Magalhaes (2008).
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O CMP possui valor tedrico elevado dos aminoacidos isoleucina e valina e

menor dos aminoacidos como fenilalanina, triptofano e tirosina (ALCANTARA, 2009).

A composigao tedrica dos aminoacidos do CMP esta relacionada na tabela 05, logo

abaixo:

Tabela 5 - Valor teérico de aminoacido do CMP conforme a estrutura primaria.

AMINOACIDO ABREVIATRURA VALOR TEORICO*(%)
Acido aspartico Asp 8,5
Acido glutamico Glu 19,2
Alanina Ala 53
Arginina Arg 0
Fenilalanina Phe 0
Glicina Gly 0,9
Histidina His 0
Isoleucina lle 10,1
Leucina Leu 1,7
Lisina Lys 57
Metionina Met 2,0
Prolina Pro 11,6
Serina Ser 7,8
Tirosina Tyr 0
Treonina Thr 18,2
Valina Val 8,9

Fonte: Chu, Macleod, Ozimek, 1996.

*Valor tedrico de aminoacido calculado conforme a estrutura primaria do CMP.

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

variantes A e B as formas mais comuns da k-caseina, que podem estar na forma

glicosilada ou né&o glicosilada. A forma glicosilada representa 50 a 60% do CMP total

e apresenta em sua composi¢cao GAL (galactose), GaTNAc (N-acetilgalactosamina) e

NeuAc (acido acetilneuraminico). A concentragdo do CMP liberada nao varia com a

proporgao entre as variantes A e B (MAGALHAES, 2008).

As enzimas produzidas por bactérias psicrotroficas podem ocasionar proteélise

da k-caseina, produzindo pseudo CMP por um unico aminoacido (metionina terminal
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no CMP, residuo 106 — alanina terminal no pseudo-CMP, residuo 107). O pseudo
CMP possui um residuo a menos que o CMP, sendo que Pseudomonas fluorescens
podem indicar aumento de CMP e sao menos especificas que a quimosina
(MAGALHAES, 2008).

2.5 FRAUDES EM LEITE NO BRASIL

A adicao fraudulenta de soro ao leite € normalmente detectada e quantificada
pela determinacédo do glicomacropeptideo (GMP), que resulta da quebra da ligagao
peptidica da k-caseina entre os aminoacidos 105-106 Phe-Met. Desta cisao forma-se
a para-kcaseina (1-105) que permanece nas micelas de caseina e o
glicomacropeptideo (106-169) que fica no soro (CARVALHO, 2007). No entanto,
proteases termoestaveis produzidas por micro-organismos psicrotréficos podem,
também, ser responsaveis por esse fendbmeno mesmo apds o tratamento térmico
(RECIO, 2000).

Os hidrolisados podem ser caracterizados utilizando-se métodos que fornecem
diferentes informagdes como a eletroforese em gel de poliacrilamida em presencga de
uréia (ureia-PAGE), que permite boa resolugdo dos peptideos com sua carga;
eletroforese em presenca de dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE), que apresenta
uma relacdo muito boa dos peptideos, especialmente com relacdo a sua massa;
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), de fase reversa, que permite uma
resolucao muito boa dos peptideos com relagéo aos aspectos de hidrofobicidade e
hidrofilicidade; e a de exclusédo, que permite uma separagao satisfatoria dos peptideos
com base em seu tamanho (OLIVEIRA, 2009). Além desses, outros sdo também
citados para esta deteccdo em produtos lacteos (Bremer, 2008), sendo eles
colorimétricos ou imunolégicos, e mais recentemente, a eletroforese capilar, a
espectrometria de massa e os biosensores.

A legislacdo brasileira € clara e objetiva em relagdo a adulteragéo do leite,
define que leite fluido e em pd sdo aqueles produtos que nao sofreram a adi¢cao de
produtos nao permitidos. A adicdo de quaisquer produtos tais como o soro €
considerado fraude, o baixo custo e o grande volume tornam atrativa sua adi¢cao
(OLIVEIRA, 2011).

Os direitos dos consumidores s&o estabelecidos na Lei n° 8.078 de 11 de

setembro de 1990, Cédigo de Protecao e Defesa dos consumidores. Determina como
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direito basico a protecdo da sua saude e seguranca. Portanto, deve atender aos
parametros de qualidade e seguranga definido pelos o6rgaos fiscalizadores
competentes, ndo podendo acarretar riscos a saude. Dispde que sao improprios ao
uso os produtos deteriorados, alterados, adulterados, avariados, falsificados,
corrompidos, fraudados, nocivos a vida ou a saude, perigosos ou, ainda, aqueles em
desacordo com as normas regulamentares de fabricagdo, distribuicdo ou
apresentacao (BRASIL, 1990).

A Instrugdo Normativa N° 69, de 13 de Dezembro 2006 descreve que:
“Art. 2° - Somente quando o indice de CMP for de até 30 mg/L (trinta miligramas por
litro), o leite de que trata o art. 1° desta Instrugcdo Normativa podera ser destinado ao
abastecimento direto.
§ 1° Quando o indice de CMP do leite estiver entre 30mg/L (trinta miligramas por litro)
e 75mg/L (setenta e cinco miligramas por litro), este podera ser destinado a produgao
de derivados lacteos.
§ 2° Os derivados lacteos de que trata o § 1° serdo avaliados tecnicamente, caso a
caso, pelo Departamento de Inspec¢do de Produtos de Origem Animal - DIPOA.
§ 3° Quando o indice de CMP do leite estiver acima de 75 mg/L (setenta e cinco
miligramas por litro), este podera ser destinado a alimentagdo animal, a industria
quimica em geral ou a outro destino a ser avaliado tecnicamente, caso acaso, pelo
DIPOA (BRASIL, 2006).”

2.6 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

High-performance liquid chromatography (HPLC) ou Cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) € uma técnica analitica usada para separar, identificar e
quantificar cada um dos componentes numa mistura. Os sistemas de HPLC séao
atualmente utilizados em uma ampla variedade de campos de aplicagdo. A maior
confiabilidade dos dados analiticos e a maior eficiéncia do processo global de analise
sao requisitos para o rapido desenvolvimento de novos medicamentos, para o
cumprimento das regulamentagcdes ambientais, para o controle de qualidade, entre
outros (CHAGURI, 2021). Esta técnica é caracterizada pelo uso de particulas de
dimensbes micrométricas na fase estacionaria (de 3 a 10 um), com grande area
superficial, para que haja um aumento na eficiéncia das separagdes. Com o uso de

particulas tdo pequenas ocorre o aumento da resisténcia a passagem da fase moével.
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Por isto, um sistema de bombeamento pressurizado (pressdes de 1 a 40 MPa) é
utilizado para a fase mével alcangcar uma vazao aceitavel, e obter separagbes com
otima resolugdo (SKOOG, 2006).

A cromatografia inclui métodos que permitem a separagdo, identificagdo e
determinacao de componentes muito semelhantes de misturas complexas. A amostra
€ transportada por uma fase mével que pode ser gas, liquido ou fluido supercritico,
que é entao forcada a passar através de uma fase estacionaria imiscivel fixa colocada
em coluna ou superficie sélida. As duas fases sao escolhidas de modo que os
componentes da amostra se distribuam entre as fases moéveis e estacionarias em
graus variados. Os componentes que sao retidos mais fortemente na fase estacionaria
movem-se mais lentamente no fluxo da fase movel e vice-versa. Sao separadas em
bandas ou zonas discretas sendo analisadas qualitativamente e quantitativamente
(HOLLER, 2009).

As técnicas cromatograficas de analise estdo entre as principais técnicas de
separagao, especialmente na analise de substancias presentes em matrizes
complexas, tais como fluidos bioldgicos, produtos naturais, sedimentos de rio e outras.
Isto se deve, principalmente, a sua capacidade de separagdo dos componentes
presentes nas misturas em funcao da eficiéncia e do poder de resolugéo das colunas
Modernas (LANCAS, 2009).

A CLAE utiliza sistema de bombeamento de liquido pressurizado (solvente)
contendo a mistura da amostra através de uma coluna preenchida com um sélido de
material adsorvente. Cada componente na amostra interage de forma ligeiramente
diferente com o material adsorvente, com diferentes taxas de fluxo para os diferentes
componentes, o que leva a separagao dos componentes a medida que fluem para fora
da coluna. Os componentes da mistura na amostra analisada sao separados uns dos
outros devido aos seus diferentes graus de interagao entre as particulas da amostra
e o solvente e a coluna (CHAGURI, 2021).

O liquido pressurizado é tipicamente uma mistura de solventes (por exemplo
agua, acetonitrila e / ou metanol) e € chamado de "fase mével". A sua composigéo e
a temperatura desempenham um papel importante no processo de separacao,
influenciando as interagdes que ocorrem com os componentes da amostra. As colunas
usadas no HPLC sao preenchidas com particulas de pequena dimensao (2-50

micrometros em tamanho médio de particula) porosas ou com nucleo sdlido. Isto da
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ao HPLC grande poder de resolugdo quando a separagao de misturas, o que torna
uma técnica cromatografica popular (CHAGURI, 2021).

Um HPLC inclui, tipicamente, um amostrador, bombas, e um detector. O
amostrador leva a mistura da amostra para o fluxo de fase mével que a transporta na
coluna. As bombas fornecem o fluxo pretendido e a composigcéo da fase mével através
da coluna. O detector gera um sinal proporcional a quantidade de componente
amostra emergentes da coluna, permitindo, uma analise quantitativa dos
componentes da amostra. A maioria dos instrumentos de HPLC também tem um forno
para aquecimento da coluna, que permite ajustar a temperatura influenciando na
viscosidade do solvente, sendo um importante instrumento para a separagao dos
constituintes da amostra (CHAGURI, 2024).

2.7 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO

A espectroscopia pode ser definida como o estudo da interagdo de uma onda
eletromagnética com matéria, cujo principal objetivo é a determinagao dos niveis de
energia e transi¢cdes de espécies atdbmicas e moleculares. Algumas regides de
interesse para fins analiticos podem ser definidas em fungao do comprimento de onda
(DUFOUR, 2009).

Somando-se a energia eletrnica, a energia vibracional e a energia rotacional
de uma molécula, obtém-se sua energia total. E possivel separar suas contribuicdes
espectrais, uma vez que estes trés tipos de energia sao distintos (RODRIGUES,
2012).

Os atomos que compdéem uma molécula ndo formam uma estrutura rigida, e
por isso ha um movimento constante, mesmo a baixas temperaturas. As energias
vibracionais e rotacionais estao relacionadas ao deslocamento dos nucleos atdmicos.
Devido a maior massa dos nucleos em relacdo aos elétrons, suas contribuicbes
podem ser separadas, o que € conhecido por aproximacido de Born-Oppenheimer.
Devido a este fenbmeno, os nucleos podem ser considerados como fixos em relacéo
aos elétrons, e na pratica o espectro molecular é dividido em trés regides energéticas
distintas (Figura 4): a de microondas e radiofrequéncias (espectroscopia rotacional);
infravermelho (espectroscopia vibracional) e regido do visivel a ultravioleta
(espectroscopia eletronica) (RODRIGUES, 2012)



Figura 4 - Regides espectrais de importancia analitica
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Fonte: Adaptado de DUFOUR (2009); RODRIGUES (2012).

Segundo Pavia et al. (2010), na regiao espectral ha comprimentos de onda em
diferentes unidades de medida, e por isso, devido a ter uma relagao diretamente
proporcional a quantidade de energia, a unidade mais comumemente usada para se
referir a radiagéo infravermelha € o numero de onda [cm™']. Sendo assim, quanto
menor 0 numero de onda, menor a energia e vice-versa. Segundo Hooler et al. (2009)
o espectro IV é usualmente subdividido em trés regides: denominadas IV préximo, IV
meédio e |V distante, de acordo com os tipos de aplicagdes e instrumentacio. A Tabela

06 fornece os limites aproximados de cada uma das trés regides.

Tabela 06 - Regides espectrais do infravermelho.

Regiao Comprimentos de onda (A) (nm) Numeros de onda (cm™)

Préximo 780 a 2500 12800 a 4000
Médio 2500 a 50000 4000 a 200

Distante 50000 a 1000000 200 a 100

Fonte: Adaptado de HOLLER et al. (2009).

A regido do infravermelho préximo (near-infrared - NIR) € a primeira exibindo
bandas de absorcéo relacionadas as vibracdes das moléculas. E caracterizada por

harménicos e bandas de combinagdo e € amplamente utilizada para analises de
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composi¢cao de produtos alimentares. Ja a regido do infravermelho médio (mid-
infrared - MIR) é a principal regido de espectroscopia vibracional, apresentando
informagdes sobre estrutura e conformagao de moléculas organicas (como proteinas,
polissacarideos e lipideos) (DUFOUR, 2009). A Tabela 7 relaciona as regides
espectrais de interesse analitico na regiao do IV com as caracteristicas dos materiais

a que se aplicam.

Tabela 7 - Regides espectrais do infravermelho e suas principais aplicagoes.

Regiao Numeros de onda (cm-) Aplicagoes
Materiais soélidos ou liquidos e misturas
Préximo 12800 a 4000
de gases
Sdlidos, liquidos ou gases puros;
Médio 4000 a 200
misturas complexas
Distante 200a 10 Amostras solidas, liquidas e gasosas

Fonte: Adaptado de HOLLER et al. (2009).

A radiacao no infravermelho faz com que atomos e grupos de atomos de
compostos organicos vibrem com amplitude aumentada ao redor das ligagbes
covalentes que os ligam. A absorgédo das radiagbes promove alteragbes nos modos
rotacionais e vibracionais das moléculas. As alteracdes vibracionais convertem-se em
energia de vibracao molecular que configuram bandas de absorgéo correlacionadas
aos grupos funcionais presentes em uma determinada substancia. Essas bandas de
absorcao resultam na configuragdo de um perfil espectral unico para cada tipo de
substancia, assim como, numa impressao digital capaz de identificar substancias
presentes em diferentes tipos de amostras (BARBOSA, 2007; FRANCA E OLIVEIRA,
2011; HOLLER et al., 2009; SOUYEURT et al. 2006).

A incidéncia da radiacdo eletromagnética nas particulas da amostra pode
causar diversos tipos de fendmenos, como absorcéo, transmissao, refracéo, reflexao
e difragcao da luz incidente (SANTOS et. al., 2012).

Segundo Hooler et al. (2009) para absorver a radiacéo IV, uma molécula deve
sofrer uma variagdo no momento de dipolo durante seu movimento rotacional ou
vibracional. Nao ocorre variagcdo no momento dipolo durante a vibracio ou rotagdo de
espécies homonucleares, tais como Oz, N2 ou Clz2, e como consequéncias tais

compostos ndo podem absorver radiagao |V.
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De acordo com sua natureza, as moléculas podem apresentar diferentes tipos
de vibragado: modos mais simples, como os de estiramento e dobramento (Figura 5 (a)
e (b), respectivamente), ou outros modos mais complexos, também ativos nesta
regido (Figura 5 (c), (d), (e), (f), (g) e (h)), (PAVIA, et.a. 2010).

Figura 5 - Representacao dos diferentes tipos de vibragées moleculares (a)
Estiramento, (b) Dobramento, (c) Vibragao de estiramento simétrico, (d) Vibragéo de
estiramento assimétrico, (e) Vibragdo de deformacgéo tipo tesoura, (f) Vibragéo de
deformacgao tipo oscilagao, rotacao, (g) Vibragdo de deformacéo tipo balanco, (h)

Vibracao de deformacao tipo torgao.
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Fonte: Pavia et al. (2010).

Inicialmente, a espectroscopia NIR foi ignorada pelos pesquisadores. Existia
dificuldade de obter as informagdes, uma vez que as bandas de absorgéo na regiao
NIR sédo produto de sobretons (bandas que possuem valores de frequéncia que
correspondem a multiplos inteiros dos valores das vibragdes fundamentais) e bandas
de combinagdo (sdo combinagdes lineares das frequéncias ou numeros inteiros
destas) fundamentais de vibragao (PASQUINI, 2003).

A regido chamada de infravermelho proximo, recentemente, tem recebido muita
atencdo, em particular com relagdo as analises quantitativas de amostras com
matrizes complexas (BARBOSA, 2007). Nesta regido as bandas de absorgdo sao
sobretons ou combinagdes de vibragdes fundamentais de estiramento que ocorrem

na regido 3000 a 1700 cm™"', geralmente ligagées C-H, N-H e O-H, cujas absortividades
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molares sdo baixas tendo como limites de detecgcdo da ordem de 0,1% (HOLLER,
2009). Devido as absorgdes nao serem muito intensas, muitas vezes sobrepdem-se,
tornando largas as bandas e com baixa sensibilidade. Os espectros NIR em vista dos
fatores citados anteriormente ndo sao facilmente interpretaveis, havendo a
necessidade, para extrair a informacao contida neles, da aplicagdo de métodos de
calibragdo multivariada (ALMEIDA, 2009).

Tabela 8 - Atribuigdes das regides espectrais as possiveis transigdes espectrais

Regido Espectral (nm) Natureza da transig¢ao vibracional
2200-2450 Estriamento da combinag¢ao C-H
2000-2200 Estiramento da combinagao N-H, O-H
1650-1800 Primeiro sobretom do estiramento C-H
1400-1500 Primeiro sobretom do estiramento N-H, O-H
1100-1225 Segundo sobretons do estiramento C-H
950-1100 Segundo sobretons do estiramento N-H, O-H

850-950 Terceiro sobretons do estiramento C-H
775-850 Terceiro sobretons do estiramento N-H, O-H

Fonte: FILHO (2003).

As bandas de absor¢ao no NIR sdo de 10 a 100 vezes mais fracas que suas
correspondentes no infravermelho médio no estado fundamental. Nao se constitui em
grande desvantagem a diminuicdo da sensibilidade devido as transi¢des fracas
observadas, tendo disponiveis fontes de radiacdo intensa e detectores de alta
eficiéncia para uso nesta regido espectral. O uso da técnica em amostras nas quais
um alto teor de agua se encontra presente, é permitido devido ao fato das ocorréncias
nao apresentarem alta intensidade. Uma vantagem analitica esta relacionada ao baixo
coeficiente de absor¢ao que possibilita uma alta profundidade de penetracdo na
amostra, uma vez que permite a analise direta da absor¢cdo e do espalhamento da
amostra, por exemplo, em liquidos ou sélidos turvos em transmitancia ou absorbancia
sem pré-tratamentos adicionais (TERRA, 2013).

O NIR gera grande quantidade de dados, alta sobreposicao espectral e baixa
intensidade de sinais, necessitando para ser implantada com eficacia a utilizacédo de
métodos quimiométricos (ALMEIDA, 2009).
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Entre as vantagens do método NIR estdo: o curto periodo de tempo para
obtencao do espectro, a nao geragao de residuos quimicos, o fato de ser uma técnica
nao invasiva e nao necessitar de preparacido das amostras, motivando, assim, o

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

2.7.1 NIR com transformada de Fourier (FT-NIR)

Durante mais de quarenta anos espectrémetros dispersivos foram utilizados,
porém, a baixa velocidade de varredura, a presenga de componentes moveis sujeitos
a desgastes, aquecimento da amostra dentre outras limitagdes, levaram ao
aprimoramento do sistema analitico por meio de reflexdo. (CIENFUEGOS E
VAITSMAN, 2000).

A evolugao da espectroscopia se deu, principalmente, a partir da combinagéo
da transformada de Fourier (FTIR) e da nova geometria dos espectrofotbmetros com
a utilizacdo do interferograma de Michelson. O funcionamento dessa ferramenta
instrumental corresponde a um sistema interferométrico, que da origem a um sinal
complexo denominado de interferograma (BARBOSA, 2007). Dessa forma, um
espectrometro FTIR possui trés componentes basicos: a fonte, o interferdmetro de
Michelson e o detector. Na Figura 6 é apresentado esquematicamente o modelo de

um espectrémetro dotado de interferémetro de transformada de Fourier.

Figura 6 - Diagrama esquematico espectrofotdmetro com transformada de Fourier.
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O espectro é constituido por uma fonte de infravermelho, um conjunto de lentes,
local para colocar as amostras e um detector. Os instrumentos FT-NIR tém como
resultados do processo de analise um interferograma que contém informacgdes sobre
todas as frequéncias do espectro IR, sdo baseados em sua grande maioria no
interferémetro de Michelson (LEITAO, 2012).

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

A vantagem do FT-IR é que apresenta maior velocidade e sensibilidade em
relagdo a um instrumento dispersivo. A utilizagcdo simultanea de toda a faixa do
espectro nos equipamentos IR com transformada de Fourier explica a 6tima relagao
sinal/ruido nestes equipamentos, avaliando todos os comprimentos de onda ao
mesmo tempo e ndo somente uma faixa. A utilizagcao de multiplas aquisicdes de dados
com passagem continua da radiagdo vinda da fonte luminosa melhora também essa
relacdo (ARAUJO, 2007).

2.7.2 Espectroscopia o infravermelho em analises de alimentos

Desde a década de 1940, a espetroscopia no infravermelho é utilizada em
estudos da composicao de alimentos, mas, com o passar do tempo, inovagdes foram
ocorrendo nos equipamentos e a aplicagdo ampliou significativamente (HOLLER, et
al., 2009). A intensificagdo da utilizacao do infravermelho na area de alimentos ocorreu
na década de noventa, quando foram apresentadas as potencialidades da
espectroscopia por reflexdo no infravermelho médio (reflexao total atenuada, detecgao
fotoacustica e reflexao difusa) para analise de alimentos e sua utilizagdo no controle
industrial (WILSON E TAPP, 1999).

A obtencao de informacgdes sobre as propriedades quantitativas e qualitativas

das matérias-primas, produtos intermediarios e finais esta ganhando cada vez mais
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importancia na industria de alimentos, principalmente devido aos seus efeitos
econdmicos (FAGAN et al., 2009).

Com o0s recentes avangos tecnolégicos no projeto de maquinas e
programas/aplicativos, houve o desenvolvimento de equipamentos mais compactos,
portateis e robustos, com sistemas sofisticados para suportar muito mais rapido o
processamento e analise de dados espectrais, analisando em segundos, e sem
geragao de residuos quimicos, varios componentes simultaneamente. Tornaram-se
ainda tao populares que suas aplicagdes praticas ja sdo encontradas em praticamente
todos os ramos das industrias agricolas e alimentares (LIN et al., 2009).

Neste sentido, a espectroscopia de infravermelho médio (MIR) e proximo (NIR)
tem potencial em uma variedade de aplicagdes na industria, incluindo monitoramento
de processos, determinacdo da qualidade e adulteracdo de produtos lacteos, como
leite, leite em pd, manteiga e queijo (FAGAN et al., 2009).

Por ser uma técnica rapida, precisa, nao invasiva, nao-destrutiva e
ambientalmente segura, o uso da espectroscopia vem se estabelecendo para o
controle da qualidade dos alimentos (LIN et al., 2009). A espectroscopia MIR, por
exemplo, € um método certificado para analise de leite para fins de pagamento no
setor de lacteos pela 1ISO 9622: 1999, AOAC (Association of Official Analytical
Chemists) e FIL (Federacao Internacional de Laticinios) (CASADIO et al., 2010).

Os meétodos oficiais de analise fisico-quimicas sé&o regulamentados, entre
outros o6rgaos, pela AOAC, e no Brasil, na area da bromatologia, tem-se como
referéncia as metodologias analiticas descritas segundo o Instituto Adolf Lutz,
reconhecido internacionalmente por sua competéncia em pesquisas laboratoriais e na
vigilancia epidemioldgica, sanitaria e ambiental requerida (LUTZ, 2008). O Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento tem publicado o Manual de Métodos Oficiais
para Analise de Alimentos de Origem Animal, no qual constam a descri¢cao de varios
meétodos e a indicagdo de uso de métodos de outras organizagdes, como a FIL
(BRASIL, 2019).

Inumeras metodologias analiticas envolvendo aplicagdo de radiagao
infravermelha demonstram o potencial dessa técnica para determinacao do teor de
umidade, carboidratos e lipideos em diferentes tipos de alimentos (CASSOLI et al.,
2011; KARTHEEK et al., 2011; MORGANO et al., 2005). Segundo Franga e Oliveira
(2011), a espectroscopia no infravermelho corresponde a uma analise rapida e néo

destrutiva capaz de fornecer uma identificacdo precisa de cada diferente tipo de
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substancia presente no alimento. Por meio de ampla revisdo sobre a aplicagao do
FTIR em analises de alimentos, os pesquisadores constataram o uso da técnica em
bebidas alcodlicas e ndo alcodlicas, em 6leos comestiveis, em mel, em frutos e
legumes, em café, em leite, em queijos, em carnes e seus derivados.

Segundo Rodriguez-Saona e Allendorf (2011), o FTIR-MIR é comumente
utilizado para identificagdo estrutural de compostos organicos, devido as vibragoes
fundamentais promovidas nos grupos funcionais que proporcionam boa absorgéo e
bandas melhor definidas que no FTIR-NIR. Apesar das diferencas nos processos de
absorgao nas regides do MIR e do NIR, ambos tém sido utilizados para determinagao
de padrdes de alimentos de origem vegetal, sucos de frutas industrializados, produtos
agroindustriais, 6leos refinados, gorduras e em varios outros produtos alimenticios.
Enfatizaram a aplicagcdo do FTIR na deteccdo de grande numero de adulteragdes, a
partir de analise que demanda pequena quantidade de amostra, que dispensa preparo
prévio da mesma e que proporciona resultados rapidos. Concluiram que os métodos
baseados em andlises de espectros vibracionais estdo emergindo com rapidez,
apresentando técnicas modernas e eficientes para monitoramento de adulteracdes e
contaminagdes.

No entanto, a interpretacdo das bandas de absor¢do € uma tarefa muito
complicada, devido a existéncia de bandas de absor¢do muitas das vezes
sobrepostas e bandas de absorgéo correspondentes a combinagdes de ligagdes. Este
problema levou a que Karl Norris (quimico) a desenvolver técnicas de tratamentos de
dados, possibilitando a extracao de toda a informacao presente nos espectros de

absorcao, despertando assim maior interesse nesta técnica (Ozaki et al., 2007).

2.8 ANALISE DOS DADOS (QUIMIOMETRIA)

A quimiometria ndo € uma disciplina da matematica, mas sim da quimica, isto
€, 0s problemas que ela se propde a resolver sdo de interesse e originados na
quimica, ainda que as ferramentas de trabalho provenham principalmente da
matematica, estatistica e computagdo (FERREIRA, et al.,1999).

O termo quimiometria surgiu no final dos anos 70 para descrever as técnicas
associadas ao tratamento matematico e a interpretacdo de dados quimicos. Os
instrumentos analiticos modernos utilizados pelos pesquisadores surgiram pela

necessidade do desenvolvimento de novos métodos matematicos e estatisticos para



43

lidar com a vasta quantidade de dados. Como resultados surgiram varios métodos de
analise multivariada, que viabilizaram o tratamento rapido de extensos conjuntos de
dados de um sistema qualquer. Utilizando métodos de regressao € possivel detectar
e quantificar os teores de varios compostos usando dados de espectroscopia (COVA,
2011).

Segundo Brereton (2003), a calibragdo envolve a conexao de um (ou mais)
conjuntos de variaveis juntas. Geralmente um set (muitas vezes chamado de "bloco")
€ uma série de medicdes fisicas, como alguns espectros ou descritores moleculares
e 0 outro contém um ou mais parametros, como as concentragcdes de varios
compostos ou atividades bioldégicas. Podemos prever a concentragédo de um composto
num espectro de uma mistura ou as propriedades de um material seus parametros
estruturais.

Além disso, a quimiometria possibilita extrair informacdes relevantes de dados
espectrais relacionadas a estrutura molecular de carboidratos, proteinas e gorduras
em produtos alimentares e abordar a relagao entre sua estrutura e textura (DUFOUR,
2009).

Os métodos de analise multivariada sao assim chamados pois, em caso do
emprego das técnicas espectroscopicas no infravermelho, é possivel manipular dados
de absorbancia associados a mais de uma frequéncia ao mesmo tempo. Estes
métodos tém recentemente tornado possivel modelar propriedades quimicas e fisicas
de sistemas simples e complexos a partir de seus dados espectroscédpicos (SABIN e
FERRAO, 2004).

Métodos preditivos como analises por componentes principais (PCA) e os
minimos quadrados parciais (PLS) sdo agora amplamente utilizados no
desenvolvimento de métodos analiticos para a previsdo de composicdo e qualidade
de alimentos em geral (DUFOUR, 2009).

2.8.1 Calibragdo Multivariada

As técnicas instrumentais estdo sendo cada vez mais utilizadas como:
espectroscopia no infravermelho, espectroscopia no  visivel/ultravioleta,
espectroscopia de massa, cromatografia, ressonancia magnética nuclear,
polarografia, analise por injecdo em fluxo etc. Estas técnicas ndo produzem respostas

das propriedades fisicas das amostras, apenas registram espectros, sendo necessario
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algum procedimento para encontrar um algoritmo matematico que analise estas
propriedades a partir dos resultados registrados pelo instrumento (CARVALHO, 2007).

A calibragéo, dependendo do numero de variaveis, pode ser classificada em
univariada, quando € estipulada uma relagdo matematica entre uma unica variavel
dependente e uma unica variavel independente, e a calibragdo multivariada, quando
ha relagdo entre mais de uma variavel. Podendo ser lineares e nao lineares. A

regressao linear multipla é dada pela equacgéo 6:

Y (Np)=X(nj)B(ip)*E(Np) (6)

Em que X contém absorbancia ao longo dos comprimentos de “J”, “B” € uma
matriz que contém os coeficientes do modelo, e “E” € o residuo n&o explicado pelo
modelo.

Existe uma variedade de técnicas disponiveis para os dados espectrais, dentre
as mais conhecidas temos: regressao linear multipla (multiple linear regression, MLR),
analise por componentes principais (principal components analysis, PCA) e minimos
quadrados parciais (partial least squares, PLS) possibilitando um avango na
quimiometria (VIANA, 2008).

2.8.2 Analise Componentes Principais (PCA)

A PCA é um algoritmo matematico que permite reduzir a dimensionalidade
de um conjunto de variaveis de dados em um novo conjunto de variaveis, chamado
de componentes principais. Isto aumenta a interpretabilidade dos dados
(JOLLIFFE & CADIMA, 2016). Para isto, faz-se uma rotacdo no eixo do conjunto
de variaveis, de modo que uma de suas componentes tenha a mesma direcao de
maior variabilidade, e a segunda componente (ortogonal a primeira) tenha a
segunda maior variabilidade, e assim por diante. Assim, com a rotagao passamos
a ter um novo sistema de coordenadas em que 0s seus €ixos principais tém as
mesmas dire¢des de maxima variabilidade (Figura 7). A PCA é a projecao desses
componentes principais, onde reduz-se o conjunto de variaveis nos dados em
conjunto menores. A importancia de um componente principal € expresso em
termos de variancia. Aonde a primeira componente principal (PC1) representa a

maioria da variancia envolvida nos dados, o segundo componente (PC2) a
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segunda maior variancia, e assim por diante (PAIVA, 2010).

Figura 7 - Representacao da Analise de Componentes Principais, por meio dos

sistemas decoordenadas.

X1 ¥y Xz
Fonte: LUIZ (2019).

2.8.3 Minimos Quadrados Parciais (PLS)

Quando o objetivo principal da andlise de dados é fazer a previsdo de uma
variavel dependente a partir de um grande numero de variaveis independentes, a
regressao de minimos quadrados parciais (Partial Least Squares - PLS) € um método
indicado. O PLS é aplicado neste trabalho com o objetivo de correlacionar os dados
espectroscopicos infravermelhos (matriz X) com os dados fisico-quimicos de
composi¢ao (matriz Y), construindo um modelo de calibragdo que permita a previsao
de um ou mais componentes desejados a partir de um espectro medido. A matrizY &
representada pelas variaveis relacionadas as concentragdes dos constituintes
(proteinas, gordura, umidade, sdlidos totais, cinzas e lactose), e a matriz X pelas
variaveis espectrais de cada uma das amostras (numeros de onda), conforme

representado esquematicamente na Figura 8 (FERRARINI, 2004).
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Figura 8 — Representacao esquematica das matrizes X e Y no desenvolvimento do

método PLS.
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Fonte: Adaptado de Bruker Optics (2014).

No PLS, a calibracdo envolve a correlacdo dos dados na matriz espectral X
com os dados na matriz de concentragéo (ou propriedades) Y, conforme ilustrado na
Figura 8. As matrizes X e Y séo reduzidas a apenas alguns fatores usando todas as
informacdes disponiveis (FERRARINI, 2004).

Segundo Morgano et al. (2005) desenvolvimento do modelo, o conjunto total
de amostras é dividido em dois subconjuntos: um de calibragdo, normalmente 70% do
total de amostras e outro de validagao externa, contendo os 30% restantes.

Um numero 6timo de fatores (ou também denominadas variaveis latentes) é
obtido a partir de uma validagao cruzada completa, e para descrever e comparar o
desempenho do modelo, utiliza-se o erro quadratico médio (do inglés Root Means
Square Error - RMSE) e o erro relativo (do inglés Relative Error - RE) dos conjuntos
de dados de calibracéo e validagdo e o coeficiente de determinagéo (R?) entre valores
medidos e previstos. RMSE é uma medida de o quanto o modelo fard bem as
previsdes. Em geral, quanto mais baixo forem os valores RMSE e RE, e quanto mais

préximo de 1 for o R2, melhor serdo as previsoes realizadas (MORGANO et al., 2005).
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2.9 VALIDAGAO CRUZADA

Esta técnica permite examinar se a estrutura identificada se repete quando
investigada em uma segunda amostra. A sua utilizagcdo € importante tanto para
solugdes fatoriais exploratérias como para solugdes fatoriais confirmatdrias.
Idealmente, o tamanho das amostras deveria ser suficientemente grande para permitir
separar os respondentes aleatoriamente em dois grupos. Num deles seria realizada a
derivagado da estrutura fatorial e no outro a validacdo cruzada da solucdo fatorial
identificada (Floyd & Widaman, 1995).

2.10 COEFICIENTE DE DETERMINACAO (R?)

O coeficiente de determinacdo, também chamado de R? é uma medida de
ajuste de um modelo estatistico linear generalizado, como a regressao linear simples
ou multipla, aos valores observados de uma variavel aleatéria. O R? variaentre O e 1,
por vezes sendo expresso em termos percentuais. Nesse caso, expressa a
quantidade da variancia dos dados que € explicada pelo modelo linear. Assim, quanto
maior o R?, mais explicativo € o modelo linear, ou seja, melhor ele se ajusta a amostra
(BIOESTATISTICA, 2024).

Quando se deseja estudar o comportamento simultdneo de duas ou mais
variaveis, emprega-se a analise de Regressao e a de Correlagdo para avaliagdo da
informacao desejada. Na regressao estimamos a relagdo de uma variavel com outra,
expressando a variavel dependente em fungao da variavel independente. A regressao
estuda conjuntos de variaveis que se supde estar numa relagéo de causa e efeito. A
correlagdo que as vezes se confunde com regressao, estuda o grau em que duas ou
mais variaveis variam simultaneamente. Isto é, o grau de inter-relacionamento entre
as variaveis. - Os métodos de regressao e correlagao nao podem ser aplicados em
variaveis qualitativas (atributos) (BIOESTATISTICA, 2024).

2.11 PRECISAO ABSOLUTA/PRECISAO RELATIVA

2.11.1 Exatidao
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A exatiddo de uma experiéncia é a medida de quao préximo o resultado fica do
valor verdadeiro. E uma medida de quanto o resultado é correto. A exatiddo
geralmente depende da capacidade técnica de controlar ou compensar os erros
sistematicos, uma vez que existem erros que fazem os resultados diferirem dos
valores verdadeiros como discrepancias reprodutiveis. Esta tendéncia representa uma
manifestacdo da causa do erro, um caminho a ser pesquisado no sentido de sua
minimizacdo ou eliminacdo. E importante observar que, o grande valor na pesquisa
do erro ndo tem como objetivo o seu simples conhecimento, mas sim a consciéncia
da limitacdo da verdade (UFMS, 2018).

2.11.2 Precisao

E uma medida de quao exatamente o resultado é determinado, sem referéncia
ao que o resultado significa. Ela depende da capacidade de superar ou analisar os
erros randémicos e varia com o numero de repeticdes da medida. Considerando a
repeticao de varias medidas, os resultados distribuem como uma distribuicdo normal,
desde que os erros sejam provenientes de variaveis randémicas. Neste caso, a
precisdo da medida esta associada ao desvio padrao e, a exatiddo, ao quanto o
resultado estd afastado do valor verdadeiro. Assim uma grandeza fisica obtida

experimentalmente pode ser precisa, mas ndo exata ou vice-versa.

2.12 REPETIBILIDADE

2.12.1 Repetiblidade Absoluta/Relativa

A repetibilidade € a proximidade da concordancia entre os resultados de
medi¢des sucessivas da mesma medi¢cao, quando efetuadas nas mesmas condi¢oes
de medicdo. As medicdes sao efetuadas por uma Unica pessoa ou instrumento no
mesmo artigo, nas mesmas condigdes e num curto periodo de tempo. Uma
confiabilidade de teste-retest menos que perfeita causa variabilidade de teste-retest.
Essa variabilidade pode ser causada, por exemplo, pela variabilidade intraindividual e
inter-observador. Uma medig¢ao pode ser considerada repetivel quando esta variagcao
€ menor do que um critério de aceitagao pré-determinado (FRASER & FOGARTY,
1989).
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3 OBJETIVO

Desenvolver um modelo preditivo ou classificatorio para detec¢ao de adicao de
soro em quantidades que permitam classificar o leite de acordo com a Instrugéo
Normativa N°68, a qual determina os niveis de indice de caseinomacropeptideo
(CMP) no leite.

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um modelo preditivo ou classificatorio para detecgao de adicao de
soro em quantidades que permitam classificar o leite de acordo com a Instrucéo
Normativa N°68, a qual determina os niveis de indice de caseinomacropeptideo
(CMP) no leite.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a eficiéncia do método de espectroscopia do infravermelho proximo na
quantificacdo e detecgao de soro de leite no leite cru.

Comparar o método de espectroscopia do infravermelho préximo na
determinacao de soro de leite no leite cru em relacdo ao método utilizado em rotina:
Kit Operon c-Gmp (cyclic GMP).
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4 MATERIAL E METODO

As analises de espectroscopia FT-IR foram realizadas no laboratério de
recepcao de leite da fabrica Nestlé unidade Montes Claros — Minas Gerais.

As analises para detecgao de Caseinomacropeptideo no leite foram realizadas
através do kit Operon na fabrica Nestlé unidade de Montes Claros — Minas Gerais.

As analises para quantificacdo de Caseinomacropeptideo no soro em pé
utilizadas no estudo foram realizadas no laboratorio Nestlé Quality Assurance Center
localizado em Araras — S&o Paulo pelo método CLAE (Cromatografia liquida de alta

eficiéncia).

4.1 AMOSTRAGEM

As amostras de leite cru utilizadas no estudo foram coletadas na rotina da
recepcao de leite da fabrica Nestlé unidade Montes Claros — Minas Gerais. As
amostras foram separadas em dois grupos sendo: amostra em branco (livre de
adulteragao com soro) e amostras adulteradas (com adi¢ao intencional de soro).

Foram coletadas 886 amostras das rotas recebidas na unidade entre os
periodos de de janeiro de 2022 a agosto 2023. As amostras foram analisadas de
imediato apds a coleta nas carretas recebidas. Apds a realizacdo das analises de cada
amostra, as mesmas foram devidamente armazenadas em geladeira com temperatura
controlada entre 4°C a 8°C até a realizagao da fortificagcdo com soro. O periodo de

armazenamento das amostras em cada coleta nao foi superior a 24 horas.

4.2 SORO

Para a realizagdo do estudo foi utilizado soro em pé: Soro de Leite em Pé6
Comum, Marca: Porto Alegre, Lote: 1511222, Fabricagao: 15/11/2022. O mesmo foi
submetido a analise de CMP (caseinomacropeptideo) por Cromatografia de Alta
Eficiéncia (CLAE) realizada no laboratorio Nestlé Quality Assurance Center (NQAC),
no qual obteve um valor de 2,776 mg/Kg.

Devido a politica de confiabilidade dos produtores de leite cru que a unidade da

Nestlé possui, neste estudo foi considerado apenas a adicdo de soro em po,
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descartando o uso de soro liquido ou até mesmo outros aspectos como efeito de

proteases de bactérias psicrotroficas.

4.3 ADULTERACAO DO LEITE

As amostras foram adulteradas com soro em concentragbes entre 15 mg/L a
150 mg/L. A adulterac&o do leite foi realizada utilizando uma base de calculo conforme
abaixo:

Utilizando uma soro com uma concentragdo de 2,776 mg/Kg de CMP, foi
pesado em um bequer de 500ml uma massa em gramas de soro em po de 2,7017 g,
apos foi adicionado leite cru até a massa de 250 g e homogeneizado por 5 minutos.
Foi coletada uma aliquota de 10 g desta amostra e transferido para um segundo
bequer de 250 ml, apds foi adicionado leite cru até completar a massa de 100 g. Foi
realizada a pesagem proporcional levando em consideragao as concentragoes finais
desejadas. As massas pesadas para cada concentragéo sado apresentadas na tabela

abaixo:

Tabela 9 — Relac&do de massa utilizada da solugao padrao.

Concentragao de Soro Massa de Soro
Desejado (mg/L) Pesada (g)
0 0
15 1
30 2
50 3,35
75 5
150 10

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

4.4 COLETA DOS ESPECTROS NO MIR

Para a realizacao da coleta dos espectros foi utilizado o equipamento Milkoscan
FT2 marca FOSS (Figura 9), com apoio do programa computacional FTiR-Calibrator.
O MilkoScan™ FT2 oferece uma nova abordagem inteligente para a analise de leites
e derivados, incluindo o poder de testar uma ampla variedade de produtos lacteos
liquidos, semissélidos e viscosos. Ele é projetado tanto para o laboratério quanto para

o0 ambiente de producdo. Possui um sistema de fluxo pode bombear uma variedade



52

de tipos de amostras (Figura 10), incluindo algumas amostras viscosas nao diluidas.
Tipo de amostras de leite, nata, soro de leite, soro de leite concentrado, sorvetes,
sobremesas, produtos fermentados e leite concentrado. O interferdmetro mensura
interferograma com uma resolugao 6ptica de 12 cm-'. Uma velocidade de espelho que
resulta em uma frequéncia de laser de 1,5 kHz com comprimento de onda de 850 nm
€ suportada. A faixa espectral € de 1000 cm™' a 5000 cm™' com énfase na faixa de
1000 cm™' a 1800 cm-".

Figura 9 - Milkoscan FT2 Figura 10 - Fluxo interno FT2
r ’ ‘-Jrlj J 1 | T MilkoScan FT2. Sample intake
Fonte: Elaborado pelo autor (2024). Fonte: Manual Foss (2019).

4.5 METODO IMUNOCROMATOGRAFICO PARA ANALISE DE CMP

Para realizagao das analises de deteccdo de CMP no leite foi utilizado o semi-
quantitativo Kit c-GMP. O teste imunocromatografico como kit c-GMP ¢é muito
sensivel, rapido e capaz de detectar niveis de GMP que podem indicar adulteragao
de 4% de uso de soro de leite em leite ou ainda apontar falhas nas condicdes de
ordenha, conservagao, transporte e processamento do leite, podendo gerar entre 2%
até 1% de c-GMP na amostra. O teste é realizado por meio de tiras que sao imersas
na amostra, previamente preparada, e entao é realizada a leitura a partir da formagao
ou nao de linhas nas tiras. O c-GMP, quando presente em amostras de leite, reage
com as particulas recobertas com anticorpos monocromaticos especificos frente ao
glicomacropeptideo. Este complexo de particulas passa por um processo
cromatografico e esta reagao origina a formagao de uma linha vermelha na tira de
teste (MENDONCA, et. al. 2017). A tonalidade da tira vermelha indica a quantidade
de c-GMP conforme Figura 11.
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Figura 11: Interpretacao dos resultados de c-GMP pelo kit Operon.

CARTAO DE REFERENCIA c-GMP OPERON
Cap-Lab LOTE AC 64.41

e ImEvaihE Ea

o mg/L 30 me/L 75 me/L

Fonte: Cap-Lab, (2024).

4.6 SOFTWARE PARA TRABALHO DOS DADOS DE PCA E PLS

Para realizagao dos trabalhos de PCA e PLS foi utilizado o software FTIR-
Calibrador Versdo: 5.3.0 da empresa FOSS. Este software € um programa exclusivo
da empresa FOSS e para utilizacdo do equipamento FT2. O software possui um

esquema de utilizagao simples, conforme demonstrado no esquema a seguir:

Figura 12: Esquema de utilizagdo Software FTiR Calibrator.

Upload dos Montagem ;lr; sreeI;I;je Aplicagdo Validacao Salvar
/ Dados / /Sample Set/ /Keferencia /PLS ou PCA/ /dos Dados/ / Dados /

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

O software demonstra informagdes importantes para seguimento no estudo e
montagem de um modelo ideal. Estas informacdes estdo descritas nos itens 3.5.1 a
3.5.6.

4.6.1 Numero de Fatores

Conforme descrito por (FOSS, 2019) o numero de fatores precisa ser

selecionado para cada modelo. Esta € uma descricdo matematica da complexidade
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do conjunto de amostras. Selecionar poucos fatores aumenta a chance de nao incluir
toda a variagdo de interesse, resultando em uma separagao incorreta de amostras
anormais de amostras normais. Por outro lado, a utilizagdo de demasiados fatores no
modelo aumenta o risco de incluir demasiada variagdo no modelo, impossibilitando
assim a detecgao de anormalidades. Como ponto de partida, o numero de fatores

deve foi definido como 10.

4.6.2 Limite Amostras Normais e Anormais (Treshold)

Conforme descrito por (FOSS, 2019) o limite define a distancia maxima
aceitavel (pontuagéo) entre amostras normais e anormais. Se a distancia (pontuagéo)
for maior que o limite, a amostra sera marcada em vermelho e classificada como
anormal. Se o limite for muito estreito, o risco de amostras normais serem
incorretamente identificadas como anormais aumenta. Vice-versa, se o limite for muito
amplo, aumentam os riscos de obter amostras anormais que sdo incorretamente
identificadas como normais. O objetivo é fazer com que 99% de todas as amostras
normais no conjunto de calibragdo fiquem abaixo do limite. 1% das amostras mais

extremas devem ser excluidas. Como ponto de partida, o Limite foi definido como 3.

4.6.3 Valores Atipicos (Outliers)

Outlier € um termo estatistico. Refere-se a observagdes numa distribuicao de
dados que se desviam tanto das outras observagdes quanto a suscitar suspeitas de
que foi gerada por um mecanismo diferente, e por conseguinte, pode considerar-se a
possibilidade de rejeitar as observagées (ROSADO, 2006).

As amostras sdo detectadas como valores andmalos e sdo mostradas na colu
na Residual em amarelo quando sao superiores a 2 SD (FOSS, 2019). Abaixo na

Figura 13 podemos verificar um exemplo deste destaque:
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Figura 13 — Imagem do software exemplificando remogao de Outiliers.

Observations
Residual Outliers &
19 >|23,6505|  Exclude

l..  Sample D Fepl. Referen... Predicted Residual
I 1020 CURV.. 2 750000 63.0909 -6.5091
I 1020 CURV... 1 75,0000 631641  -11.8359
I 1020 CURV.. 1 75,0000 6021833 147817
RY... 1 /50000 592036 -15.7964
[ 1 yS1020 CURVY... 2 750000 505987 -24.4013
I 1020 CLURV... 2 00000 167346 167346
I 1020 CURV.. 1 00000 144011 14 4011
I 1020 CURV.. 1 0.0000 0.0633 0.0633
I 1020 CURV... 1 0.0000 0.7546 0.7546
! 1020 CURV.. 1 0,0000 -3.4611 -3.4611

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

4.6.4 Suavizagao do comprimento de onda (Smooth)

Esta € uma opgéao de suavizagdo onde um numero de comprimentos de onda
€ medido. Por exemplo, se "3" for selecionado, a média dos trés primeiros
comprimentos de onda sera calculada em um ponto. O filtro move um ponto de
comprimento de onda e faz a média novamente dos trés comprimentos de onda a
seguir. Os espectros FTIR s&o tipicamente muito "limpos" com boa resolugao de picos,
0 que significa que muitas médias ndo sdo necessarias. Recomenda-se 0 uso de
suavizacgao de "3" pontos (FOSS, 2019).

4.6.5 Calibragem Completa do Espectro (Full Spectra Calibrations)

E mais comum usar calibracdes de "espectros completos", especialmente
quando se desenvolvem calibragbes com 1000 amostras coletadas em muitos
instrumentos, como o Foss Global Calibrations. Além disso, as calibragdes para
componentes menores, como a ureia ou a acidez total e a deteccao de adulteragdes,

utilizardo sempre o Full Spectra Calibrations (FOSS, 2019). A selecao completa de
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espectros € exibida nos graficos de espectros pelas grandes areas cinzas que cobrem

todos os comprimentos de onda utilizaveis, conforme mostrado nas figuras 14 e 15.

Figura 14 - Caixa para selegédo de canais do software (Full Spectra).

F) LT £ 19F CFAT 1Nk, )

Auto select channels

Select method: | Full spectra (good+ange)

Smoath: [ ] Use reference fitter
]

Cancel

Pt

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Figura 15 — Exemplo area de selegcdo completa dos espectros do software.

Absorbance vs Wavelength

=
wa
'
- -
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Absobance

925 1119 1212 1505 1698 1600 Z0B3 2276 2489 2652 2855 2048 3241 3434 2627 310 4012 4205 4358
sm-1

= = = Lactose - = = Proteina

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

4.6.6 Filtro de Referéncia (Reference Filter)

- = = Gordura

Trata-se de um filtro de referéncia especialmente selecionado que tem baixa

correlagdo com os componentes lateos e € utilizado como um comprimento de onda

de referéncia pelo qual todos os comprimentos de onda sao divididos. Esta € uma

técnica de correcao da linha de base.
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4.6.7 Validacao Cruzada (Crossvaler)

Uma vez que a analise de referéncia € dispendiosa e demorada para a sua
obtencao, muitas vezes so6 é possivel dispor de um numero limitado de amostras de
calibracdo. Para nao utilizar algumas das amostras de referéncia para efeitos de
validacao, é efetuada uma validacado cruzada para determinar o numero 6timo de
fatores na calibracdo do PLS. Além disso, o erro de validagao cruzada indica até que
ponto se pode esperar que a calibragado preveja ou estime o componente em questao
de novas amostras. Isto € usado para ambos os modelos MLR e PLS.

Na validagao cruzada, 25 % das amostras serdo, por sua vez, excluidas do
conjunto de calibragdo. A concentragdo € prevista ou estimada com base nas
restantes amostras. Isso é feito para todas as amostras e um erro de validagao
cruzada é calculado como uma meédia de todos os erros obtidos.

No erro de validagao cruzada versus plotagem de fator, o erro de validagao cruzada é
calculado para cada numero de fatores. Selecione o menor numero possivel de fatores

com base no menor erro de validagao cruzada.

4.6.8 Seletor de Canal (Channel Selector)

As Calibragdes de Filtro ttm uma longa histéria com analisadores de Leite
Infravermelho da primeira geragao que foram baseados em filtros discretos em uma
roda de filtro. Esta técnica ainda é usada, no entanto, mais do que os quatro
comprimentos de onda originais podem ser usados. Este método € adequado para o
desenvolvimento de calibragdo de componentes principais, tais como gordura,

proteina, lactose e sdlidos totais.

4.7 CONSTRUGAO DO MODELO EXPERIMENTAL

Primeiramente foi realizada uma coleta de dados espectrais do banco de dados
ja disponivel no equipamento. Foram selecionados e avaliados 359 espectros
disponiveis na biblioteca do equipamento de amostras da rotina entre os periodos de
Janeiro de 2022 a Outubro de 2022. O conjunto de informag¢des como: Scores,

Espectros e Residual podem ser observados nas Figuras 16, 17 e 18.



Figura

16 - Conjunto de Scores de amostras rotina presentes na biblioteca do

espectrometro Infravermelho.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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Figura 17 - Conjunto de Espectros das amostras de rotina presentes na biblioteca do

espectrometro Infravermelho.

(@) Absorbance (O Transmittance Ais unit: (O pin @zm 1 Owm
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: Elaborado pelo autor (2024).
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Figura 18 - Conjunto de Residual x Comprimento de Ondas amostras rotina FT2.

Ads unit: (O pin @em1 Om
Residual vs. Wavelength

119 1312 1505 1688 1880 2083 2278 2468 2662 2855
om-l

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

O objetivo da coleta destes dados foi realizar inicialmente a PCA dos dados
gerados. Com isso construir um modelo experimental no qual sera a base para

construcdo de um modelo ideal.

4.7.1 Criagao do ASM (Médulo de Espectro Anormal)

O Médulo de Espectro Anormal (“ASM”) permite a comparagéo do espectro de
uma nova amostra com espectros de leite normal. Se o desvio for maior que um
determinado limite, a nova amostra é classificada como anormal, independentemente
da causa raiz do desvio (FOSS, 2019).

Apoés a realizacdo da PCA conforme descrito no item 3.5 o Modelo ASM foi
devidamente inserido no equipamento para utilizagcdo. Este modelo ASM deve ser
criado para que haja uma curva de trabalho no equipamento, onde os dados irdo ser
coletados através deste modelo instalado no qual auxiliou para a construgédo de um

modelo ideal.

4.8 CONSTRUGAO DO MODELO IDEAL

4.8.1 Construcao de Sample Set
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Nesta etapa foram realizadas coletas entre o periodo de novembro de 2022 a
dezembro de 2023 das amostras de rotinas recebidas na unidade. Além disso foram
realizadas contaminagdes intencionais nas mesmas, com niveis de concentracdes
conforme descrito no item 3.3. Estas amostras foram analisadas no equipamento
utilizando o Modelo Experimental conforme descrito no item 3.5.1, onde obteve um

total de 608 amostras em concentragdes distintas conforme monstrado na Tabela 10.

Tabela 10 — Quantidade de amostras por concentragao de soro adicionado.

Concentragao de Soro Quantidade de Amostras
Desejado (mg/L) Analisadas

0 208

20 26

30 90

40 26

50 49

60 26

75 86
100 60
150 36

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

ApOs a realizagado destas analises no equipamento, foram coletados os dados
espectrais relacionados a cada amostra analisada e transferido para o software FTiR
Calibrator. Foram inseridos os valores de referéncia para cada amostra e iniciado a
interpretacdo visual dos dados, os ajustes necessarios bem como os trabalhos de PLS

para escolha do melhor modelo.
4.9 CHECAGEM DA CURVA

Nesta etapa foi realizado checagem do novo modelo, onde foi comparado os
valores obtidos no equipamento Milkoscan FT2 versus o kit C-Gmp bem com o pelo
método de HPLC.

4.10 CRITERIOS ESTABELECIDOS

Para escolha de um modelo ideal, foram estipulados alguns critérios para

selegao, sendo: Melhor Correlagao (R?) e menor erro (Crossvalerr).
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5 RESULTADOS

5.1 COMPOSICAO MEDIA DO LEITE UTILIZADO NO ESTUDO

A composicdo média do leite utilizado no estudo esta mostrada na Tabela 11

conforme abaixo:

Tabela 11 - Composi¢cao média do leite utilizado no estudo.

Componente %

Gordura 3,79
Solidos Totais 8,78
Proteina 3,28

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

5.2 AVALIACAO CONCENTRACAO DE CMP DAS AMOSTRAS

Para realizar a checagem das contaminagdes intencionais realizadas durante
o estudo, foram realizadas analises do indice de CMP de 5 niveis das concentracoes
utilizadas. As checagens foram realizadas pelo método HPLC bem com pelo kit c-

GMP. Os resultados obtidos pelo método HPLC podem ser verificados na Tabela 12:

Tabela 12: Nivel de adulteracéo x resultado HPLC
Concentracgao Resultado HPLC

mg/L mg/L
Leite Isento <15
30 mg/L 41,29
50 mg/L 68,43
70 mg/L 90,67
100 mg/L 118,37
150 mg/L 186,51

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Conforme verificado na Tabela 12, os resultados estdo coerentes visto a
concentracdo aplicada. Houve uma tendencia positiva nos resultados, porém foi

considerado “normal” devido dois fatores importantes que contribuem para este
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acréscimo, sendo a incerteza do método utilizado para realizagéo da analise por HPLC

€ (15%) bem como o limite de quantificagao (15 mg/L).

Os resultados obtidos pelo método c-GMP podem ser verificados na tabela 13:

Tabela 13 - Nivel de adulteragao x resultado kit c-GMP

Concentragao Resultado c-GMP

mg/L mg/L
Leite Isento Negativo
30 Positivo (30)
50 Positivo (30)
70 Positivo (75)
100 Positivo (75)
150 Positivo (75)

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Conforme verificado na Tabela 13, os resultados estdo coerentes visto a
concentracdo aplicada. Como é um teste qualitativo o resultado € expresso em
Positivo e Negativo (dependendo da intensidade da linha vermelha). Abaixo na Figura

19 podemos observar os resultados obtidos:

Figura 19 - Resultados de CMP pelo kit Operon das amostras adulteradas.

" s0mg/L  70mg/L

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

5.3 DISTRIBUICAO VISUAL DOS RESULTADOS OBTIDOS
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A distribuigdo visual dos resultados foi adquirida no software FTiR Calibrator,

onde pode ser observada na Figura 20 e os espectros das amostras utilizadas no

modelo experimental na Figura 15.

Figura — 20 Resultados equipamento x resultados referéncia.
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Conforme mostrado na Figura 20, nota-se uma boa distribuicdo das amostras

com concentragdes das amostras de concentragdes: 0, 30, 50, 70, 100 e 150 mg/L.

Porém houve um deslocamento com tendéncia positiva para os valores de 20, 40, 60

mg/L. Este fato possivelmente esta relacionado a menor numero de amostras com

estas concentragcdes em comparacado as demais citadas anteriormente. Observa-se

também alguns pontos em vermelho, ou seja, que permaneceram fora dos limites de

comparacgao (Outliers) entre valor de estipulado e valor real.

Foram excluidas as amostras que continham valores de Residual Outlier fora

do range de 30 mg/L. Este ajuste foi necessario para que fosse possivel obter um

conjunto de dados com maior exatiddo em comparagao com os valores de referéncia.

Também foram excluidos os conjuntos de amostras que continham as concentragdes

de 20, 40, 60 mg/L devido ao baixo numero de amostras para cada grupo. A

distribuicao visual dos dados pode ser verificado na Figura 21:
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Figura 21 — Distribuigao resultados equipamento Milkoscan FT2 x resultados

referéncia apds exclusao de Oultliers.
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Fonte: Sotware FTiR Calibrator FOSS (2024).

Ap0és estes ajustes nota-se uma melhora visual na linearidade dos dados

apresentados bem como uma reducao significativa de Residual Outliers.

5.4 AVALIACAO ESPECTRAL

Nesta etapa foi realizado uma avaliagao espectral dos conjuntos das amostras
contaminadas nas concentragdes 30 mg/L, 75 mg/L, 100 mg/L e 150 mg/L, em
comparagao as amostras “ndo contaminadas” intencionalmente. As Figuras 22, 23, 24
e 25 demonstram estas comparagdes na area em cinza, correspondendo as faixas

vibracionais de Gordura, Lactose e Proteina:
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Figura 22 - Comparagao espectral amostras isentas x amostras contaminadas com
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

cm-

Conforme evidenciado na Figura 23, nas regides de 240 cm™"a 407 cm™, 444

'a 468 cm™ e 720 cm™a 771 cm™! ndo houve diferenciagio visual,

permanecendo o mesmo nivel de absorbancia.
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Figura 23 - Comparagao espectral amostras isentas x amostras contaminadas
com 75 mg/L de CMP.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Conforme evidenciado na Figura 23, nas regides de 240 cm™"'a 407 cm™, 444
cm'a 468 cm™ e 720 cma 771 cm™' ndo houve diferenciagao visual,

permanecendo o mesmo nivel de absorbancia.
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Figura 24 - Comparagao espectral amostras isentas x amostras contaminadas com
100 mg/L de CMP.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Conforme evidenciado na Figura 25, na regido de 240 cm'a 407 cm™', houve
uma pequena variagdo na absorbancia na regido de 279 cm-' onde saiu de uma
média de 0,561 para 0,526. Na regido de 400 cm™" a variag&o saiu da média 0,179
para 0,167. Ja na regido entre 739 cm-'a 758 cm' houve uma pequena variagéo na
absorbancia na regido de 739 cm™' onde saiu de uma média de 0,366 para 0,341. Ou

seja, nota-se que ainda assim os dados permanecem matematicamente iguais.
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Figura 25 - Comparagao espectral amostras isentas x amostras contaminadas com
150 mg/L de CMP.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Conforme evidenciado na Figura 25, na regido de 240 cm-'a 407 cm™', houve
uma pequena variagdo na absorbancia na regido de 279 cm-! onde saiu de uma
média de 0,561 para 0,625. Na regido de 400 cm™" a variagéo saiu da média 0,179
para 0,213. Ja na regido entre 739 cm-'a 758 cm™' ndo houve variagido na média na
regido de 739 cm™' onde permaneceu em 0,366. Ou seja, nota-se que ainda assim

os dados permanecem matematicamente iguais.
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5.5 RESULTADOS PLS

5.5.1 Teste 1 - Dados Brutos Espectros Completos - Suavizacio 1

Foram selecionados todos os 886 dados de amostras analisadas conforme
descrito no Item 3.1. Foi utilizado a opg¢ao no software: “Full Spectra (good-range),
Smooth-1”, onde é realizada a leitura do espectro excluindo as areas de agua e ruidos.

Os resultados estao descritos na Tabela 14.

Tabela 14 - Resultados obtido pelo Dados Brutos Espectros Completos -

Suavizacéo 1.

Parametro 1° PLS 2° PLS 3°PLS
Precisao Absoluta 33,282 14,053 12,56
Precisdo Relativa 146,26% 68,02% 68,27%
Repetibilidade Absoluta 3,47 7,006 7,242
Repetibilidade Relativa 15,25% 33,91% 39,36%
Correlacao (R?) 0,472 0,855 0,86
Média 22,756 20,661 18,399
Mediana 17,028 11,802 10,582
Média das diferencgas 0 0 2,055
Validacdo Cruzada 95,794 41,52 37,235

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Conforme verificado na tabela acima, obtivemos um melhor resultado na PLS
numero 3, onde o coeficiente de determinagéo (R?) foi de 0,86, o menor valor de
Crossvaler (37,235) e o melhor fator foi o de numero 13 conforme demonstrado na

Figura 26:

Figura 26 - Visualizagdo do melhor fator do teste demonstrado no Software FT2

Calibrator.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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5.5.2 Teste 2 - Dados Brutos Espectros Completos - Suavizagao 2

Foram selecionados todos os 886 dados de amostras analisadas conforme
descrito no Iltem 3.1. Foi utilizado a opg¢&o: Full Spectra (good-range), Smooth-2, onde
€ realizada a leitura do espectro excluindo as areas de agua e ruidos. Os resultados

estio descritos na Tabela 15.

Tabela 15 - Resultados Obtidos pelo Teste 2 - Dados Brutos Espectros

Completos - Suavizagao 2

Parametros 1° PLS 2°PLS 3°PLS
Precisdo Absoluta 33,359 14,037 11,948
Precisao Relativa 146,6% 67,941% 64,374%
Repetibilidade Absoluta 3,475 6,931 6,822
Repetibilidade Relativa 15,27 33,55 36,75
Correlacéo (R?) 0,47 0,855 0,875
Média 22,756 20,661 18,561
Mediana 16,981 11,482 10,157
Média das diferengas 0 0 0
Validag¢ao Cruzada 95,855 41,337 35,769

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Conforme verificado na tabela acima, obtivemos o melhor resultado na PLS
numero 3, onde a correlagao (R?) foi de 0,875. O menor valor da Validacao Cruzada

(35,769). O melhor fator foi o de numero 13 conforme demonstrado na Figura 27:

Figura 27 - Visualizagdo do melhor fator obtido através do Teste 2 - Dados Brutos

Espectros Completos - Suavizacgao 2

Plot repeatabilty
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Fonte: Software FTiR Calibrator (2024).
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5.5.3 Teste 3 - Dados Brutos Espectros Completos - Suavizagao 3

Foram selecionados todos os 886 dados de amostras analisadas conforme
descrito no Tabela 16. Foi utilizado a opg¢édo: Full Spectra (good-range), Smooth-3,
onde é realizada a leitura do espectro excluindo as areas de agua e ruidos. Os

resultados estio descritos na Tabela 16.

Tabela 16 - Resultados Obtidos pelo Teste 3 - Dados Brutos Espectros Completos -

Suavizagao 3.

Parametros 1° PLS 2°PLS 3°PLS
Precisdo Absoluta 33,435 14,091 21,958
Precisao Relativa 146,93% 68,204% 118,97%
Repetibilidade Absoluta 3,466 6,852 2,296
Repetibilidade Relativa 15,23 33,16 12,44
Correlacéo (R?) 0,468 0,854 0,568
Média 22,756 20,661 18,458
Mediana 17,061 11,368 13,764
Média das diferencas 0 0 0
Validacdo Cruzada 95,931 41,269 61,365

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Conforme verificado na tabela acima, obtivemos o melhor resultado na PLS
numero 2, onde a correlagao (R?) foi de 0,854. O menor valor de Validacao Cruzada

(41,269). O melhor fator foi o de numero 4 conforme demonstrado na Figura 28:

Figura 28 - Visualizagdo do melhor fator obtido através do Teste 3 - Dados Brutos
Espectros Completos - Suavizacgao 3.
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Fonte: Software FTiR Calibrator (2024).
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5.6 TESTES SELECAO DE AREA

Foram selecionados todos os 886 dados de amostras analisadas conforme
descrito no Item 3.1. Foi utilizado a opcgéo: Seletor de Canal, onde é realizada a
selecdo de area para realizagao da leitura do PLS. Esta etapa teve como objetivo
complementar a etapa 4.3 onde nao houve diferenciagédo visual entre as areas dos
espectros. Foram escolhidos trés intervalos de medicéo para realizagao dos calculos
sendo: 370 cm™ a 300 cm™' (area das proteinas), 451 cm™ a 453 cm™ e 739 cm™ a
748 cm™ (area dos lipideos). A selegdo das areas pode ser observada nas Figuras 29
e 30.

5.6.1 Teste 1A - Selecao de area — PLS 1

Abaixo pode-se verificar na Tabela 17, os resultados obtidos na primeira PLS

e na Figura 29, a distribuigdo dos resultados.

Tabela 17 - Resultados teste selegcado de area PLS 1

Parametro 1° PLS
Precisdo Absoluta 20,867
Precisao Relativa 65,888%
Repetibilidade Absoluta 8,820
Repetibilidade Relativa 27,85%
Correlacéo (R?) 0,765
Média 31,671
Mediana 24,509
Média das diferencas 0,00
Validag¢ao Cruzada 138,91

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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Figura 29 - Distribuicdo dos resultados e numeros de fatores, teste selegédo de area —
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Fonte: Software FTiR Calibrator (2024).

Conforme mostrado nos dados apresentados na Tabela 17, a correlagao (R?)
obtida foi de 0,765 e o valor de Validagcao Cruzada foi de 138,91. Porém conforme

verificado na figura 29, houve uma redugédo do numero de fatores, onde o melhor a

ser utilizado foi o fator 7.

5.6.2 Teste 1A - Selecao de area — PLS 2

Abaixo pode-se observar na Tabela 18, podemos observar os resultados

obtidos na segunda PLS e na Figura 30, a distribuicdo dos resultados.
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Tabela 18 — Resultados do Teste1A selecao de area PLS 2

Parametros 2°PLS
Precisao Absoluta 24,878
Precisao Relativa 82,997%
Repetibilidade Absoluta 5,501
Repetibilidade Relativa 18,35%
Correlacéo (R?) 0,644
Média 29,975
Mediana 24,974
Média das diferencgas 0,00
Validagao Cruzada 168,76

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Figura 30 - Distribuicdo dos resultados e numeros de fatores, teste selegédo de area —
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Fonte: Software FTiR Calibrator (2024).

Conforme mostrado nos dados apresentados acima na Tabela 18, a correlacao
(R?) obtida foi de 0,644 e o valor de Validagao Cruzada foi de 138,91. Porém conforme
verificado na Figura 30, houve uma redu¢ado do numero de fatores, onde o melhor a

ser utilizado foi o fator 4.
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Abaixo na Tabela 19, observa-se os resultados obtidos na terceira PLS e na

Figura 30, a distribuicdo dos resultados.

Tabela 19 - Resultados do Teste 1A selecdo de area PLS 3

Parametros 3° PLS
Precisdo Absoluta 16,544
Precisao Relativa 57,051%
Repetibilidade Absoluta 7,978
Repetibilidade Relativa 27,51%
Correlagéo (R?) 0,832
Média 28,998
Mediana 20,687
Média das diferencas 0,00
Validagao Cruzada 102,78

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Figura 31 - Distribuicdo dos resultados e numeros de fatores, teste selegédo de area —
PLS 3.
Reference vs Predicted
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Conforme evidenciado nos dados apresentados na Tabela 19 a correlagao (R?)
obtida foi de 0,832 e o valor de Validacdo Cruzada foi de 102,78. Houve um aumento
significativo no numero de fatores onde o melhor para ser usado foi o 10 de acordo

com demonstrado na Figura 31.

5.6.4 Teste 4 — Teste de Escolha Espectros Completos Boa Faixa

Ap0s todos os testes anteriores foi realizado um trabalho de selegdo de dados
para escolha dos melhores resultados possiveis perante valores de Outliers, conforme
descrito no item 4.3. A figura 32 mostra a representatividade dos dados perante
linearidade grafica onde a linha das concentrag¢des: 20 mg/L, 40 mg/L e 60 mg/L de

CMP, estao deslocadas do centro (linha cinza) conforme as demais concentragoes.

Figura 32 — Linearidade grafica dos resultados.
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Este fato pode ter ocorrido devido algum erro na diluicdo do padrao de soro
para montagem da curva. Devido a este comportamento observado, foi realizado a
exclusao destes dados da curva a fim de realizar uma melhora da linearidade da
mesma. A figura 33 mostra a visualizagdo deste pontos apds a realizagdo destas

exclusoes.

Figura 33 - Linearidade grafica dos resultados apos exclus&o os resultados com

possiveis erros.
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Fonte: Software FTiR Calibrator (2024).

Conforme verificado na Figura 33, a linearidade grafica obteve uma melhora
significativa em relagdo a Figura 32. Apds esta etapa de selegdo, restaram um total
de 474 amostras com seus devido espectros para realizagao do trabalho de PLS.

ApOs a realizagao destes ajustes foi realizado teste de PLS utilizando a opcéo:
Escolha Espectros Completos Boa Faixa e separado utilizando as op¢des Suavizacao
1, 2 e 3. Esta opgado foi escolhida devido melhor performance obtida nos teste
anteriores.

Abaixo na Tabela 20, demonstra os resultados obtidos na PLS 1, 2 e 3 —

Suavizacao 1.
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Tabela 20 - Resultados obtidos Teste de Escolha Espectros Completos Boa Faixa
PLS 1, 2 e 3 — Suavizagao 1

Parametros 1° PLS 2° PLS 3PLS
Precisdo Absoluta 13,651 12,889 12,497
Precisdo Relativa 31,813 30,087 29,316
Repetibilidade Absoluta 7,427 7,321 7,264
Repetibilidade Relativa 17,31 17,09 17,04
Correlacéo (R?) 00,909 0,919 0,924
Média 42,911 42,84 42,627
Mediana 34,108 34,196 34,004
Média das diferencgas 0,00 0 0

Validagédo Cruzada 31,207 28,488 27,458

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

De acordo com a Tabela 20 o melhor resultado foi obtido na PLS-3, onde a
correlacao foi de 0,924 e o menor valor de Validacdo Cruzada com valor de 27,448.
Abaixo na Tabela 21, demonstra o menor valor de validacdo cruzada obtidos

na PLS 1, 2 e 3 — Suavizagao 2.

Tabela 21 — Resultados obtidos Teste de Escolha Espectros Completos Boa Faixa
PLS 1, 2 e 3 — Suavizagao 2

Parametros 1° PLS 2° PLS 3PLS
Precisdo Absoluta 13,768 13,050 12,578
Precisdo Relativa 32,084 30,481 29,477
Repetibilidade Absoluta 7,489 7,331 7,209
Repetibilidade Relativa 17,45 17,12 16,89
Correlacéo (R?) 0,908 0,917 0,923
Média 42,611 42,812 42,669
Mediana 33,776 34,054 33,325
Média das diferengas 0,00 0,00 0,00

Validacdo Cruzada 31,259 28,671 27,610

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

De acordo com a Tabela 21 o melhor resultado foi obtido na PLS-3, onde a
correlacao foi de 0,923 e o menor Validagdo Cruzada com valor de 27,610.
Abaixo na Tabela 22, monstra os resultados obtidos na PLS 1, 2 e 3 -

Suavizagéao 3.
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Tabela 22 - Resultados obtidos Teste de Escolha Espectros Completos Boa Faixa
PLS 1, 2 e 3 — Suavizagao 3.

Parametros 1° PLS 2°PLS 3°PLS
Precisdo Absoluta 13,825 12,991 12,023
Preciséo Relativa 32,217 30,386 28,026
Repetibilidade Absoluta 7,549 7,255 7,249
Repetibilidade Relativa 17,59 16,97 16,90
Correlagao (R?) 0,907 0,17 0,930
Média 42,911 42,754 42,897
Mediana 33,509 34,307 34,244
Média das diferencas 0,00 0,00 0,00

Validagédo Cruzada 31,349 28,278 26,374

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

De acordo com a Tabela 22 o melhor resultado foi obtido na PLS-3, onde a

correlacao foi de 0,930 e o menor valor de Validacdo Cruzada com valor de 26,374.

Observando as melhores performance dos testes anteriores, verifica-se que o

melhor modelo foi o construido através da PLS-3 Suavizacéao 3.

Abaixo na Figura 34, podemos observar a linearidade visual dos dados e na

Figura 35 o resultado visual do melhor fator escolhido (Factor 9).
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Figura 35: Demonstracao da escolha do fator 9 pela PLS.
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5.7 TESTES CONFIRMATORIOS

Para realizar a validagcdo do modelo, o mesmo foi inserido no equipamento
Milkoscan FT2, e realizado analise pelo HPLC bem como pelo Kit c-Gmp. Os testes
foram realizados em dias diferentes para aumentar a variabilidade do leite recebido
da unidade, onde o Teste 1 foi realizado no més de janeiro de 2024 e o Teste 2 foi
realizado em abril de 2024. As concentragdes das amostras analisadas sao

demonstradas na Tabela 23:

Tabela 23 - Concentracdes realizadas Teste 1 e Teste 2.

Teste 1 Teste 2
Concentragoes (mg/L) | Concentragdes (mg/L)
0 (sem adicao) 0 (sem adicao)

30 15
50 30
70 50
100 75
150 100

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

5.7.1 Teste 1 Confirmatério Milkoscan Ft2 x método HPLC.

Os resultados do Teste 1 podem ser verificados na Figura 36:
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Figura 36: Resultados Teste 1 Confirmatério — FT2 x HPLC.

Resultados FT2 x HPLC
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Conforme verificado na Figura 36, nota-se uma boa correlagéo entre os
valores obtidos pelo equipamento Milkcoscan FT2 em comparagao ao resultado
obtido pelo HPLC. Porém o equipamento Milkcoscan FT2 demostrou uma tendencia
de resultados menores do que os resultados obtidos pelo HPLC. Fato ja esperado
devido ao valor de Validagdo Cruzada obtido ter sido de 26,376 conforme descrito
no item 4.6. No caso de amostra zero (isenta de adigao) o resultado obtido pelo
equipamento Milkoscan FT2 foi negativo devido a tendencia que o equipamento esta
apresentando. Ja o resultado obtido pelo HPLC no grafico esta como zero, porém o
resultado foi de <0,15mg/kg devido ao limite de detecgdo do método.

Abaixo na Tabela 24 podemos observar a comparacao dos dois métodos
(Milkoscan FT2 e HPLC) pelo Kit c-GMP:

Tabela 24 - Resultados Teste 1 método: Milkoscan FT2, HPLC e Kit c-GMP

Amostra Mikoscan FT2 HPLC Kit c-GMP

(mg/L) (mglL) (mgiL)

Leite in Natura -5,40 <15 Negativo
AM1 - 30 18,05 41 Positivo (Faixa de 30)
AM2 - 50 18,72 68 Positivo (Faixa de 30)
AM3 -70 35,24 90 Positivo (Faixa de 70)
AM4 - 100 37,79 118 Positivo (Faixa de 70)
AMS5 — 150 96,16 186 Positivo (Faixa de 70)

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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Conforme observado na Tabela 24, o método imunocromatografico Kit c-GMP
obteve resultado negativo apenas na amostra isenta de adi¢ao, fazendo correlagéo
com o resultado obtido pelo HPLC (<15 mg/L) em concentragdes abaixo do limite de
quantificagdo do kit (30 mg/L). As amostras com concentragdes tedricas entre 30
mg/L e 50 mg/L, o kit c-GMP presentou resultados positivos na faixa de 30 mg/L, fato
gue se confirma perante resultados obtidos pelo método de HPLC sendo de 41 mg/L
e 68 mg/L. As amostras com concentragdes teoricas entre 70 mg/L e 150 mg/L, o kit
c-GMP presentou resultados positivos na faixa de 70 mg/L, fato que se confirma
perante resultados obtidos pelo método de HPLC sendo de 90 mg/L, 118 mg/L e 186

mg/L. Os resultados do Kit c-GMP podem ser observados na Figura 37.
Figura 37 — Resultados obtidos pelo Kit c-GMP Teste Confirmatorio 1 em mg/L.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

5.7.2 Teste 2 Confirmatério Milkoscan Ft2 x método HPLC

Os resultados do Teste 2 Confirmatoério podem ser observados no Figura 38:
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Figura 38 - Resultados Teste 2 Confirmatério — FT2 x HPLC.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Conforme verificado na Figura 38, nota-se novamente uma boa correlagao
entre os valores obtidos pelo equipamento Milkoscan FT2 em comparagao ao
resultado obtido pelo HPLC. Porém conforme ocorrido no Teste 1 o equipamento
demostrou uma tendencia de resultados menores do que os resultados obtidos pelo
HPLC.

Abaixo na Tabela 25 podemos observar a comparacao dos dois métodos
(Milkoscan FT2 e HPLC) pelo Kit c-GMP:

Tabela 25 - Resultados Teste 2 métodos: Milkoscan FT2, HPLC e Kit c-GMP

Mikoscan FT2 HPLC Kit c-GMP
Amostra (mg/L) (mg/L) (mg/L)
Leite in Natura 2,38 <15 Negativo
AM1 - 15 11,37 17,6 Negativo
AM2 - 30 19,09 33,1 Positivo (30)
AM3 - 50 30,00 57,4 Positivo (70)
AM4 - 75 42,44 81,8 Positivo (70)
AMS - 100 55,43 106,4 Positivo (70)

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Conforme observado na Tabela 25, o método imunocromatografico Kit c-GMP
obteve resultado negativo na faixa de contaminacao entre 0 e 15 mg/L, fazendo
correlagdo com o resultado obtido pelo HPLC (<15 mg/L e 17,6 mg/L). As amostras

com concentragdes tedricas entre 30 mg/L e 50 mg/kg, o kit c-GMP presentaram
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resultados positivos na faixa de 30 mg/kg, fato que se confirma perante resultados
obtidos pelo método de HPLC sendo de 33,1 mg/kg e 57,4 mg/L. As amostras com
concentragdes tedricas entre 75 mg/L e 100 mg/L, o kit c-GMP apresentou
resultados positivos na faixa de 70 mg/L, fato que se confirma perante resultados
obtidos pelo método de HPLC sendo de 81,8 mg/L, 106,4 mg/L. Os resultados do

Kit c-GMP podem ser observados na Figura 37.

Figura 39 — Resultados Kit c-GMP Teste Confirmatdrio 2 em mg/L.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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6 DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Apesar dos resultados do equipamento Milkoscan FT2 demonstrarem uma
tendencia de resultados menores que o do HPLC, nota-se que o0 mesmo possui uma
boa correlagdo com os niveis de concentragdes atribuidas, conforme demostrado na
Figura 38.

Figura 40 - Regressao linear — Coeficiente de Determinagdo R? = 0,912.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A diferenca de resultados entre o método Milkoscan Ft2 e HPLC entre as faixas
de concentragdao de 0 a 50 mg/L é em média de -16,8 mg/L, ja na faixa de
concentragéo entre 70 a 150 mg/L a diferengca média € de -57,09. Com isso podemos
observar que quanto maior a concentragao maior o erro atribuido a medida realizada.

A média de diferencga entre os resultados do método Milkoscan FT2 e HPLC foi
de -36,05 mg/L. Isso mostra uma coeréncia devido a contribuicao do erro (Validacao
Cruzada) que foi atribuido na construgdo da curva do equipamento Milkoscan FT2:
26,374 conforme demostrado na Tabela 22.

Além disso vale destacar que a incerteza do método de referéncia utilizado
(HPLC) é de 15% no qual seria um grande contribuidor para aumentar o erro atribuido
ao estudo.

Com relagdo ao comparativo entre Milkoscan FT2 e Kit c-GMP, foi realizado

uma demonstragao visual para melhor entendimento, conforme Figura 39:
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Figura 41 - Resultados Milkoscan FT2 e HPLC x Faixa Detecc¢ao do

imunocromatografico Kit c-GMP.

Resultado Milkoscan FT2 e HPLC x Faixa Detecgao Kit c-GMP
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Conforme observado na Figura 41, demonstra um grafico sequencial dos
resultados demonstrados nas Tabelas 24 e 25, obtidos pelo FT2 e HPLC e a
correlagdo da faixa de deteccdo do Kit c-GMP, sendo 3 faixas: 0 a 30 mg/L (area
branca) - Nao Detectavel, 30 a 75 mg/L (area azul) — Positivo (entre 30 e 75 mg/L) e
>75 mg/L (area verde) — Positivo (>75 mg/L).

Diante dos resultados apresentados na Figura 39, a area branca (0 a 30 mg/L)
— Nao Detectavel, foram obtidas 3 confirmacgdes de resultados pelo método HPLC,
sendo 2 resultados <15mg/L e 17,6 mg/L. Ao verificarmos os resultados obtidos pelo
Milkoscan FT2 podemos observar que também foram confirmados, sendo 2 resultados
como 0 mg/L e 11,37 mgl/L.

Diante dos resultados apresentados na Figura 39 na area azul (30 a 75 mg/L)
- Positivo, foram obtidos a confirmagao de 4 resultados pelo método HPLC, sendo:
33,1 mg/L, 41 mg/L, 57,4 mg/L e 68 mg/L. Porém ao verificar os resultados obtidos
pelo Milkoscan FT2 pode-se observar que 3 resultados permaneceram na area branca
(0 a 30 mg/L) — Nao Detectavel e 1 resultado na area azul ( 30 a 75 mg/L) - Positivo.

Diante dos resultados apresentados na Figura 39 na area verde (>75 mg/L) -
Positivo, foram obtidos a confirmagao de 5 resultados pelo método HPLC, sendo: 81,8

mg/L, 90 mg/L, 106 mg/L, 118 mg/L e 186 mg/L. Porém ao verificar os resultados
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obtidos pelo Milkoscan FT2 observa-se que 4 resultados permaneceram na area azul

(30 a 75 mg/L) — Positivo e 1 resultado na area verde (>75 mg/L) - Positivo.
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7 CONCLUSAO

Baseando-se nos estudos apresentados pode-se concluir que o método de
espectroscopia de infravermelho proximo foi eficaz para detecgao/quantificacdo do
soro de leite no leite cru. O método mostrou uma correlagdo positiva em relagéo a
metodologia HPLC.

Porém ao avaliar a comparagao do método ao nivel de detecgcao do kit c-GMP
observa-se que o equipamento Milkoscan FT2 ndo foi satisfatoriamente capaz de
realizar a quantificagdo em niveis entre 30 mg/L e 75 mg/L. Entretanto o equipamento
demonstrou que ao realizar leituras com niveis superiores a 75 mg/L o mesmo
quantifica em niveis mais baixos (entre 30 mg/L e 75 mg/L), com isso podendo ser util
na quantificagcdo de niveis superiores a 75 mg/L. Essa limitagcado é atribuida a trés
fatores principais: (1) a inerente semelhanga de composicao entre o soro de leite e 0
leite in natura; (2) a possivel presenca de pseudo-CMP no leite in natura e (3) as
limitacbes do método PLS utilizado pelo equipamento Milkoscan FT2.

Independentemente do nivel de quantificagdo obtido, a metodologia permitira
reduzir o uso do kit Operon, fazendo uma triagem com o equipamento FT2. Dessa
forma, a selecdo de amostras para o uso do kit deixara de ser aleatéria, reduzindo o
uso do Kkit.

Para reduzir o erro do método PLS sera necessario um estudo e
desenvolvimento mais aprofundado utilizando outras ferramentas mais robustas,
como por exemplo RNA (Redes Neurais Artificiais). Acreditamos que este
procedimento € mais robusto. Contudo, o equipamento FT2 somente conta com
limitagdo de software, tendo disponiveis ferramentas multivariadas de PCA e PLS
somente. Como trabalho futuro espera-se poder incluir RNAs como método de

calibracéao.
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