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RESUMO

SOUZA, Jamille Carvalho, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2021.
Avaliacao da qualidade de suplementos alimentares de 6mega-3 utilizando um
espectrofotometro de infravermelho préximo de baixo custo. Orientadora: Maria
do Carmo Hespanhol.

Suplementos alimentares de dmega-3 sao especificados de acordo com a quantidade
de acido eicosapentaenoico (EPA) e acido docosahexaendico (DHA). A principal
matéria-prima usada € o 6leo de peixe. Devido aos efeitos benéficos para a saude
associados ao consumo de O6mega-3, existe um grande numero de marcas de
suplementacdo. Portanto, faz-se necessario um controle da qualidade desses
suplementos. Neste sentido, este trabalho visa utilizar um espectrofotdbmetro de
infravermelho proximo portatil e de baixo custo para avaliar a qualidade de
suplementos alimentares de Omega-3. O espectrofotdbmetro NanoNIR (Texas
Instruments Inc., Dallas, Texas, EUA), que possui um custo aproximado de US$ 1000,
foi empregado, operando na faixa espectral de 900 — 1700 nm, para obter os espectros
de absorgcdo de 83 suplementos de édmega-3, adquiridos nas farméacias e lojas de
Minas Gerais e Sao Paulo — Brasil. Além disso, 43 amostras de 6leos vegetais também
foram medidas. Os dados espectrais foram pré-tratados, usando-se o método da 22
derivada (Savitzky-Golay, 15 pontos, polinémio de 2° grau) e submetidos a analise
das componentes principais, usando o software quimiométrico Unscrambler 10.5.1
(CAMO - Noruega). Em seguida, uma maneira ndo convencional de construir modelos
de regressao multivariada, com base em regressao de minimos quadrados parciais,
foi proposta para determinar o conteudo de &mega-3 nos suplementos, na qual poucos
valores de referéncia foram utilizados e o conjunto de dados foi completado com os
valores do teor de 6mega-3 informados nos roétulos. Os resultados mostraram que a
abordagem simples, rapida e econdmica proposta pode fornecer informacdes
relevantes relacionadas a qualidade dos suplementos in situ, como triagem do

conteudo dos componentes ativos e identificacdo de fraudes e/ou ndo conformidades.

Palavras-chave: Espectroscopia de infravermelho préximo. Analise multivariada.
Acidos graxos 6mega-3. Suplementos alimentares — Modelos matematicos.



ABSTRACT

SOUZA, Jamille Carvalho, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2021.
Quality screening of omega-3 dietary supplements using a low-cost near-
infrared spectrophotometer. Adviser: Maria do Carmo Hespanhol.

Omega-3 dietary supplements are specified according to the amount of
eicosapentaenoic acid, EPA, and docosahexaenoic acid, DHA. The principal raw
material used in these supplements is fish oil. A number of trading brands is
commercially available due to its benefic effects to health associated with the
protection against all sorts of diseases. Therefore, a fast and acting at the point-of-
interest quality control of these supplements is necessary. In this sense, this work aims
to use a low cost, portable near infrared spectrophotometer to evaluate the quality of
commercial omega-3 dietary supplements. The NanoNIR spectrophotometer (Texas
Instruments Inc., Dallas, Texas, USA), which costs, approximately, US$ 1,000.00, was
used, operating in the spectral range of 900 — 1700 nm, to obtain the absorption
spectra of 83 omega-3 supplements samples, purchased at pharmacies and
supplement stores in the states of Minas Gerais and Sdo Paulo - Brazil. In addition, 43
samples of vegetable edible oils were also measured. The spectral data set was
pretreated using the second derivative (Savitzky-Golay, 15 points, 2nd degree
polynomial) and submitted to a principal component analysis, using the chemometric
software Unscrambler 10.5.1 (CAMO - Norway). Then, an unconventional way of
building multivariate regression models based on partial least squares regression was
proposed to evaluate the content of omega-3 in the supplements, in which few
reference values were used and the data set was completed with the values of omega-
3 content informed on the selected labels. The results showed that the simple, fast and
economical approach proposed can provide in situ relevant information related to the
quality of supplements, such as identification of several raw materials used in their
manufacture, screening of the content of active components, identification of

fraud/non-conformities and reports on dishonest marketing practices.

Keywords: Near infrared spectroscopy. Multivariable analysis. Omega-3 fatty acids.
Food supplements — Mathematical models.
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1. INTRODUCAO

Os acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa do tipo 6mega-3 sao
predominantemente encontrados em peixes marinhos de aguas profundas [1]. Dentre
esses acidos graxos, os que sao frequentemente reportados em estudos como
benéficos para a saude humana, principalmente pelo fato de reduzirem o risco da
ocorréncia de doengas crbnicas, sdo o0s 4acidos eicosapentaendico (EPA) e
docosahexaendico (DHA) [2].

Devido aos beneficios associados ao consumo desses acidos graxos, 0S
suplementos alimentares de 6mega-3 provenientes de 6leo de peixe sdo atualmente
muito consumidos pela populacédo [3]. De acordo com uma avaliagdo recente de
mercado, o consumo de suplementos alimentares contendo 6mega-3 tem aumentado
ano apds ano, permitindo uma projecao de tamanho de mercado mundial de US$ 2
bilhdes até 2025 [4].

Sendo assim, ndo € uma surpresa que o numero de varejistas de suplementos
de 6mega-3 possa ser facilmente estimado em centenas de diferentes rétulos.
Entretanto, dois fatores devem ser levados em consideracao quanto a eficacia desses
suplementos comerciais disponiveis: a dose de ingestdo e os parametros de
qualidade, associados a presenca de contaminantes (incluindo os metais toxicos,
como mercurio, por exemplo, no caso de produtos derivados de 6leo de peixe) e
produtos de oxidacao [5,6].

A alta demanda e a grande diversidade de marcas comerciais de suplementos
de 6mega-3 disponivel exigem um processo de controle de qualidade rigoroso.

Atualmente, os métodos analiticos de referéncia empregados no controle de
qualidade de suplementos de 6mega-3 sao baseados na cromatografia, que é capaz
de determinar o conteddo do material analisado com alta seletividade e precisao.
Entretanto, as técnicas cromatograficas, em geral, requerem um pré-tratamento de
amostra demorado e complicado [7,8], impedindo seu uso in situ. Dessa forma,
métodos Uteis, rapidos, in situ e de baixo custo para investigar a qualidade e detectar
fraudes de suplementos alimentares de 6mega-3 sdo necessarios para substituir ou
aliviar a carga de trabalho de laboratério.

Para atender a essa demanda, a literatura reporta diversas tentativas de usar
técnicas analiticas espectrométricas diretas, como ressonancia magnética nuclear
(NMR) [9,10], infravermelho médio (MIR) [9-15], infravermelho proximo (NIR) [9,10,13-
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20], e Raman [13,21], a fim de apoiar métodos analiticos desenvolvidos para
determinar a quantidade de DHA e EPA nos suplementos de émega-3 ou para atestar
suas autenticidades.

Esses métodos apresentam as vantagens tipicamente associadas aos métodos
diretos, impedindo o laborioso pré-tratamento quimico da amostra e fornecendo
exatidao, preciséo e velocidade de resposta suficientes para atestar a qualidade dos
suplementos em relacao aos seus conteudos de DHA e EPA. O uso de instrumentos
portateis também é descrito na literatura para o monitoramento da qualidade de
suplementos de 6mega-3 utilizando, principalmente, a espectroscopia MIR e NIR
[11,18]. Entretanto, a maioria dos instrumentos empregados nesses casos sao de alto
custo, 0 que restringe seu uso in situ por agentes de inspecao de qualidade.

Este trabalho, portanto, visa avaliar a viabilidade do emprego de um
espectrofotometro NIR portatil de baixo custo (aproximadamente US$ 1000) na
triagem qualitativa répida e in situ de suplementos alimentares de 6mega-3

comerciais.
1.1.0mega-3

Os compostos do tipo 6mega-3 séo acidos graxos (cadeias hidrocarbdnicas com
0 grupo carboxila em uma extremidade e o grupo metila na extremidade oposta) com
uma ligagéo dupla no terceiro carbono, contando-se a partir da extremidade do grupo
metila. Quando esses acidos graxos possuem mais de uma ligacao dupla, eles séo
chamados de acidos graxos poli-insaturados [21].

O consumo de &cidos graxos poli-insaturados de cadeia longa do tipo émega-3
é reportado na literatura como benéfico para a saude humana, pois ajuda a combater
diversos tipos de doencas, tais como cancer de mama, depressao, transtorno do
déficit de atengéo com hiperatividade (TDAH), além de varias doencas inflamatoérias e
cardiovasculares [22,23]. Visto que os seres humanos ndo sao capazes de sintetizar
acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa em seus organismos através de
precursores mais simples, & necessario ingeri-los através de uma dieta alimentar
equilibrada ou através da ingestao de suplementos alimentares de 6mega-3 [21].

Peixes marinhos de 4guas profundas e geladas (arenque, cavala, atum, salmao
e sardinha) sao a principal fonte animal de acidos graxos poli-insaturados de cadeias
longas [21]. Os principais representantes dessa familia de acidos graxos sdo o EPA e
o DHA. O EPA possui uma cadeia constituida de 20 carbonos e 5 ligacdes duplas e o
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DHA possui 22 carbonos e 6 ligacdes duplas [22].

Além do EPA e do DHA, outro importante representante da familia dos émegas
3 € o acido alfa-linolénico (ALA), de origem vegetal. O ALA é constituido por 18
carbonos e 3 ligacdes duplas [24]. Na Figura 1, sao representadas as estruturas dos

trés principais acidos 6mega-3.
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Figura 1. Formulas moleculares dos acidos (A) docosahexaendico, DHA, (C22H3202),
(B) eicosapentaendico, EPA, (C20H3002), e (C) alfa-linolénico, ALA, (C1sH300z2).
Reimpressa de [25]. Copyright 2020 por Journal of Pharmaceutical and Biomedical
Analysis.

Devido aos beneficios da ingestdo desses &cidos graxos, muitas marcas
comerciais de dGmega-3 tém surgido como uma alternativa ao consumo de peixes ou

mesmo como uma suplementacgao dietética desses acidos graxos [3].
1.2.Espectroscopia de infravermelho proximo

As técnicas espectroscopicas NIR, MIR e Raman s&do baseadas na
espectroscopia vibracional, e a capacidade dessas técnicas em fornecer informacdes
analiticas, em amostras moleculares complexas, tem sido explorada ha anos pelos
campos farmacéutico e alimenticio [26].

Em especial, a espectroscopia NIR (do inglés, near-infrared), que é um tipo de
espectroscopia vibracional de alta energia e que compreende a faixa espectral de 750
a 2500 nm (13333 a 4000 cm™), é a técnica espectrofotométrica prevalente
empregada para o monitoramento e identificacdo de falsificacbes de medicamentos e
qualidade de alimentos devido a sua robustez e aplicacdo quase universal em

sistemas moleculares [26].
1.2.1. Fundamentos da espectroscopia vibracional

A informacdo analitica, qualitativa ou quantitativa, que pode ser obtida,
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utilizando-se a espectroscopia NIR como uma técnica analitica, advém da interagéo
da radiagdo eletromagnética com os constituintes da amostra analisada [26]. Os
espectros NIR tém origem na conversdo da energia da radiagdo NIR em energia
vibracional associada ao movimento dos atomos mantidos juntos por ligacdes
quimicas em uma molécula [27].

A temperatura ambiente, a maioria das moléculas esta no nivel fundamental de
energia vibracional. Os atomos que participam das ligacbes quimicas estdo se
deslocando uns em relacdo aos outros em uma frequéncia que € definida pela forca
da ligagéo e pela massa de cada atomo participante da ligacao. As amplitudes dessas
vibracdes sdo da ordem de alguns poucos nandmetros e aumentam se energia €
transferida para a molécula. Essa energia pode ser transferida por um féton de um

determinado comprimento de onda (A), para o qual a energia (Ep) pode ser dada por:
E, =— (1)

onde h € a constante de Planck e c é a velocidade da luz [26].
1.2.2. Modelo do oscilador harménico

O modelo da mecénica cldssica para uma molécula diatdmica € uma boa
aproximacdo que ajuda a explicar como a energia proveniente da radiacdo
eletromagnética pode ser convertida em energia mecanica, colocando as ligacoes
quimicas para vibrarem em diferentes frequéncias.

Neste modelo, os dois atomos da molécula diatdmica séo representados por
duas esferas de massas m1 e mz, conectadas por uma mola (ligacdo quimica) de
constante elastica k.

A lei de Hooke afirma que a energia desse sistema é dada por:

E_h k
_27tu

em que Y é a massa reduzida dos dois 4tomos:
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mym,
l’t =—-—
m; +m,

(3)

Considerando o modelo do oscilador harménico (Figura 2A), a energia potencial
(V) associada a vibragdo molecular pode ser descrita como uma fungéo da posigéao d
dos atomos:

1
V= Ekdz (4)

Entretanto, esse modelo da mecanica classica apresenta alguns problemas
quando aplicado a sistemas microscépicos, como € o caso de uma molécula
diatbmica. A principal falha surge do fato de que sistemas moleculares ndo podem
assumir valores continuos de energia previstos pela equacao (4). Portanto, aplicando
a corregao da mecanica quantica no modelo do oscilador harménico, que permite

apenas niveis discretos de energia, tem-se a seguinte equacao:
1
E, = (n + —) hv (5)

onde n é o numero quantico vibracional, En € a energia associada ao n-ésimo nivel
quantico e v é a frequéncia fundamental de vibracao.

Uma nova restricao imposta por essa correcdao quantica do modelo do oscilador
harménico diz que as transigcdes vibracionais s6 podem ocorrer entre niveis
adjacentes. Além disso, para esse modelo harménico/quantico, a diferenca de energia
entre niveis adjacentes € sempre a mesma.

Novamente, o modelo do oscilador harmdnico falha ao tentar explicar a
realidade, pois bandas de combinacao e sobretom sdo observadas na regiao espectral
do NIR e, de acordo com este modelo, elas ndo poderiam existir visto que transi¢des
onde An > 1 sao proibidas e as vibragdes no modelo harmdnico sao independentes
[27].

1.2.3. Modelo do oscilador anarmonico

O modelo do oscilador anarménico é outra tentativa de explicar a interacédo da
radiacao eletromagnética na regido espectral do NIR com as espécies quimicas.
Nesse modelo, a molécula diatdmica ainda € considerada como duas esferas
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conectadas por uma mola. No entanto, é levando em conta a repulsdo entre as nuvens
eletrébnicas quando dois nucleos atdmicos se aproximam e a variagdo da forca de
ligagdo quando os atomos se distanciam muito um do outro. Portanto, esse modelo é

mais complexo e descreve melhor a realidade (Figura 2B).

\ / o O
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Distincia interatémica

Figura 2. Representagdo esquematica dos modelos do oscilador harménico (A) e do
oscilador anarménico (B) para a energia potencial de uma molécula diatémica.
Reimpressa de [27]. Copyright 2003 por Journal of the Brazilian Chemical Society.

Uma fung&o que descreve, aproximadamente, o comportamento anarménico de

uma molécula diatémica € a funcado de Morse, que pode ser expressa como:
V = D, (1 — e~a(@-de))? (6)

onde De é a energia de dissociagcdo espectral, a € uma constante para uma dada
molécula, de é a distancia de equilibrio entre os atomos e d é a distancia entre os
atomos em qualquer instante.

Aplicando as corre¢des da mecanica quantica na equacao de Morse, tem-se que

0s niveis vibracionais da molécula podem ser descritos pela seguinte equacao:

2

E=hv(n+%>—dmhv(n+%) (7)
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onde dm € a constante de anarmonicidade da vibragéo.

O modelo anarmoénico/quantico prevé, entdo, a ocorréncia de transicbes
vibracionais An = 2 e também a existéncia de bandas de combinacao entre vibracoes.
Além disso, esse modelo também prevé que a separacao entre dois niveis adjacentes
de energia diminui com o aumento de n [27].

1.2.4. Origem das bandas de absorcao na regiao do infravermelho

préximo

A radiacdo em determinada frequéncia pode ser absorvida por uma molécula e
excita-la para um nivel vibracional mais alto, pois esta energia € de mesma magnitude
gue a energia existente entre dois niveis vibracionais da molécula ou seus respectivos
sobretons ou combinagdes entre duas ou mais vibracdes [27]. Entretanto, para que a
radiacao seja efetivamente absorvida, ndo basta apenas que a quantidade de fétons
fornecida seja compativel com a diferenca de energia entre os niveis vibracionais. E
necessario também, que o campo eletromagnético da radiagdo interaja com a
molécula, o que so6 é possivel se houver uma variagdo no momento de dipolo elétrico
da molécula [27].

As intensidades das bandas de absorcédo na regido do NIR estédo relacionadas
com a magnitude da variagcdo do momento de dipolo da molécula e também com o
grau de anarmonicidade da molécula [27]. Através da interacdo da radiacao
eletromagnética com as moléculas é que surgem os espectros de absorcao na regiao
do NIR.

1.2.5. Formas de interacao da radiacao eletromagnética com a matéria

A radiacao NIR pode interagir espacialmente com a matéria de diferentes formas,
sendo elas: transmitancia, refletancia difusa, transmitancia difusa, interatancia e
transflectancia (Figura 3). A diferenca entre cada forma de interacédo esta no arranjo
espacial entre a amostra, o feixe de radiacao NIR e o sistema de deteccao [26].
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Figura 3. Formas de interagcao da radiacao NIR com a amostra: (a) transmitancia; (b)
refletancia difusa; (c) transmitancia difusa; (d) interatancia; (e) transflectancia. S é a
amostra. Ip € o feixe de radiagdo incidente. Is é o feixe de radiacao final, apos interagir
com a amostra. Reimpressa de [27]. Copyright 2003 por Journal of the Brazilian
Chemical Society.

Entre essas principais formas de medir a interacdo da radiagdo com a amostra,
o arranjo de refletancia difusa € o mais utilizado. Nesse tipo de medida, como
mostrado na Figura 3b, a radiagdo na regido do NIR € incidida sobre a amostra solida
intacta, interagindo com ela. A radiacao que é refletida, ap6s interacdo com moléculas
da amostra, é coletada pelo detector e depois analisada. Os principais fenébmenos que
afetam os espectros de refletancia na regido do NIR sdo a absor¢ao da radiacao pelos
constituintes da amostra e o espalhamento de parte dessa radiacdo. Esse arranjo de
refletancia difusa & muito utilizado na analise de sélidos, pois permite a analise direta
e nao destrutiva da amostra [28-32].

1.3.Instrumentacao

Um espectrofotdmetro NIR se assemelha, no que se refere aos componentes
opticos empregados, a um espectrofotdbmetro de absor¢ao molecular na regiao do
ultravioleta-visivel. Os detectores mais frequentemente empregados na regido do NIR
sao os de InGaAs, PbS e silicio. Esses detectores, juntamente com fontes de radiacao
energéticas, conseguem fornecer uma boa razao sinal/ruido para as medidas na
regido do NIR [27].

Os instrumentos NIR mais modernos podem ser classificados de acordo com a
tecnologia empregada para selecionar os comprimentos de onda desejados. Dessa
forma, eles se dividem em: instrumentos que utilizam filtros, LED, grades de disperséo,
e interferobmetro (transformada de Fourier). A escolha do instrumento a ser utilizado

em uma analise depende do objetivo da aplicacdo. Instrumentos de baixo custo
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baseados em filtros ou que utilizam LEDs, por exemplo, devem ser utilizados para
analises especificas, de rotina [27].

Nos ultimos anos, a tecnologia tem se desenvolvido a tal ponto que ja existem
muitas marcas comerciais de espectrofotdbmetros NIR portateis. Esses
espectrofotdmetros podem ser extremamente pequenos e de baixo custo [26]. A
Tabela A do Anexo mostra uma relagdo dos instrumentos NIR portateis disponiveis
comercialmente.

Os espectrofotébmetros NIR modernos requerem um computador conectado a
eles com o objetivo de controlar o sistema de aquisi¢cdo de dados, que pode ser feita
com o auxilio de portas de comunicagado (como, por exemplo, portas USB). Além
disso, os computadores também desenvolvem um importante papel, pois auxiliam no
tratamento dos dados multivariados e no desenvolvimento de novos métodos

analiticos [27].
1.4.Quimiometria

A quimiometria consiste no uso de técnicas matematicas e estatisticas para
extrair informacodes relevantes de dados analiticos. No caso da espectroscopia NIR,
as ferramentas quimiométricas sdo extremamente importantes para se obter
informacdes dos dados espectrais, pois as informagdes analiticas presentes nos
espectros NIR sdo muito complexas, auto correlacionadas e, normalmente, ndo estao
prontamente disponiveis para o propdésito analitico. Portanto, a espectroscopia NIR
nasceu como uma técnica analitica multivariada [33].

Geralmente, o conjunto de dados espectrais NIR passa por algum tipo de pré-
tratamento antes de ser usado para fins qualitativos ou quantitativos, com o intuito de
corrigir problemas associados ao espalhamento da radiacdo (no caso de amostras
sélidas) e outros fenbmenos que podem afetar a linha base dos espectros. A primeira
e segunda derivada do espectro original tém sido usada para corrigir problemas
relacionados a efeitos multiplicativos e aditivos nos espectros [34].

Outra estratégia de pré-tratamento dos dados que tem evoluido notavelmente é
a selecao de variaveis relevantes. O uso do processo de selecao de variaveis antes
da etapa de modelagem tem contribuido para se alcangar modelos melhores e de
mais facil compreenséo [35].

Existem diversas ferramentas quimiométricas dedicadas a extrair informagdes
dos espectros NIR, as mais comuns sdo: regressao linear multipla (MLR), regressao
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de componentes principais (PCR) e regressao dos minimos quadrados parciais (PLS).
Todas elas pressupbéem uma relagdo linear entre os dados espectrais e alguma
caracteristica da amostra a ser determinada, como, por exemplo, a concentracéo de
um composto de interesse na amostra [36].

Qualitativamente, o uso da espectroscopia NIR para a obtengao de informacgdes
analiticas tem se tornado comum, por exemplo, para o controle da qualidade de
farmacos. A técnica mais empregada para analise qualitativa usando espectroscopia
NIR é baseada na andlise de componentes principais (PCA) e é conhecida como
Software Independent Modelling by Class Analogy (SIMCA) [37].

Quando a PCA ¢é aplicada em um conjunto de dados espectrais, o conjunto de
dados original € substituido por um novo conjunto de variaveis, denominado de
componentes principais (PCs). A principal caracteristica deste novo conjunto é a
ortogonalidade entre as PCs. Consequentemente, esse novo conjunto de variaveis
gerado concentra a maior parte da informacédo (variancia) em poucas variaveis,
diminuindo assim a dimensionalidade dos dados, sem perda significativa da
informacao quimica [50]. Uma visdo geométrica intuitiva da PCA pode ser observada

na Figura 4.
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Figura 4. Esboco geométrico da PCA, onde (a) representa uma nuvem de dados
tridimensional; em (b), os trés componentes principais do conjunto de dados sao
desenhados — o comprimento dos vetores correspondentes € proporcional a variancia
explicada por cada componente principal (PC); e, em (c), as unidades estatisticas sdo
projetadas no espaco abrangido pelos dois componentes principais. Reimpressa de
[51]. Copyright 2017 por Drug Discovery Today.

A maioria dos aplicativos disponiveis utiliza a técnica de decomposicao do valor
singular (SDV) para obter as PCs. Neste caso, a primeira componente principal (PC1)
é definida na direcao (eixo) de maior variancia do conjunto das variaveis originais. De
forma decrescente, sdo definidas as demais componentes principais e estas serdo
sempre ortogonais entre si e em relagdo a PC1 [50].
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No caso de um conjunto de dados espectrais, esses dados podem ser
representados na forma matricial, onde X (m x n) é a matriz de dados, sendo que m
corresponde ao numero de amostras (espectros) e n corresponde ao numero de
variaveis (comprimentos de onda do espectro) [50].

A matriz X pode ser decomposta em outras trés matrizes: U, S e V, conforme

Seé segue:

X=USW (8)

A matriz V € a matriz dos pesos, em que a primeira coluna contém os pesos de
PC1 e assim por diante. O produto U x S corresponde a matriz T dos escores. Por fim,
S é uma matriz diagonal, cujos elementos (valores singulares) contém informacdes

sobre a quantidade de variancia que cada componente principal descreve [50].
1.5. Aplicagoes analiticas

Os métodos analiticos que empregam a espectroscopia NIR sao rapidos, nao
destrutivos, ndo invasivos, adequados para uso em linha, e, caso seja necessario, um
minimo de preparo de amostra € o suficiente para a andlise [26]. As aplicacdes desses
métodos sdo quase universais, uma vez que qualquer molécula que contenha ligacoes
C-H, N-H, S-H, O-H podera em principio ser analisada. Portanto, as industrias
agricola, farmacéutica, petroquimica, ambiental, téxtil, clinica e de cosméticos tém

feito uso dessa técnica [38-49].
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2. OBJETIVOS
2.1.0bjetivo geral

Avaliar a viabilidade do uso de um espectrofotébmetro de infravermelho préximo
portatil e de baixo custo para a triagem qualitativa e quantitativa rapida de suplementos

alimentares de dmega-3 in situ.
2.2.0bjetivos especificos

e Avaliar o desempenho do instrumento portatil a fim de garantir a robustez e a
confianga dos resultados analiticos.

e Extrair informagbes qualitativas e quantitativas relevantes das amostras,
empregando uma abordagem simples, baseada em técnicas de quimiometria
exploratérias, usando, principalmente, a analise de componentes principais
(PCA) de um conjunto abrangente de espectros obtidos de amostras e
possiveis adulterantes.

e Estimar o conteudo de DHA + EPA nas capsulas de soffgel dos suplementos
alimentares de 6mega-3, utilizando modelos quantitativos de triagem baseados
em regressao de minimos quadrados parciais (PLSR).

eAvaliar a qualidade dos suplementos alimentares de 6mega-3 e detectar
possiveis fraudes e praticas de marketing desonestas.
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3. MATERIAIS E METODO
3.1.Amostras

O conjunto de amostras de 6mega-3 foi constituido de um total de 83 amostras,
todas comercializadas como suplementos alimentares de 6&mega-3, conforme
mencionado nos rétulos dos seus respectivos frascos, com doses individuais
fornecidas em capsulas de softgel.

Setenta e uma amostras de diferentes fabricantes e varejistas foram adquiridas
em farmacias ou lojas de suplementos, localizadas nos Estados de Minas Gerais e
Sao Paulo, ao longo de seis meses. Doze amostras adicionais, de um unico varejista
e lotes diferentes, acompanhadas do conteudo de EPA e DHA certificado de acordo
com o método padrao de referéncia foram doadas.

O método padrao para a determinacao de acidos graxos insaturados é baseado
na extracao hidrolitica desses acidos graxos em HCI 4,5 mol L. Os produtos extraidos
sdo metilados em ésteres metilicos de acidos graxos usando BFs em metanol.
Finalmente, os ésteres metilicos sdo quantificados por cromatografia gasosa capilar
com detector por ionizagdo em chama [7].

Dentro do conjunto dessas 12 amostras certificadas, tem-se que 5 delas
continham quase que apenas DHA (488,8 - 496,8 mg / capsula) e as 7 restantes
continham DHA (165,0 - 189,9 mg / capsula) e EPA (235,0 - 296,2 mg / capsula) em
uma proporcao de massa aproximadamente igual a 2 : 3, respectivamente.

A Figura 5 abaixo mostra um resumo do conjunto de amostras e a Tabela B do
Anexo detalha as informagdes de composicao de cada uma das amostras analisadas
neste trabalho.

83 suplementos de 6mega 3

71 adquiridas
comercialmente

12 doadas
63 oleo de peixe 8 misturas oleos 5 DHA

62 informam DHA +

EPA 4 informam DHA + EPA 7 mistura DHA + EPA

Figura 5. Conjunto de amostras analisadas neste trabalho.
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De acordo com as informagdes fornecidas pelos rétulos das embalagens dos
suplementos alimentares de 6mega-3, as 83 amostras puderam ser subclassificadas
como: 75 amostras provenientes de 6leo de peixe; 3 provenientes de misturas de
6leos de borragem + peixe + linhaca; 2 de misturas de éleos de borragem + linhacga +
primula; 1 proveniente da mistura de dleos de borragem + linhaga + cartamo +
gergelim + girassol; 1 da mistura de 6leos de linhaca + gergelim; e 1 da mistura de
6leos de microalgas + 6leo de girassol. Os rétulos ndo mencionavam a propor¢cao de
cada componente nas misturas.

Das 75 amostras provenientes de éleo de peixe, 74 relataram os conteudos de
DHA e EPA, individualmente ou somados, em seus rétulos. Das 8 amostras
provenientes da mistura de diferentes éleos, 4 ndo mencionaram seus conteudos de
DHA ou EPA. A soma de DHA + EPA das 78 amostras, expressa como mg de DHA +
EPA por grama de capsula, estavam na faixa de 30 — 630 mg g™, de acordo com seus
respectivos rotulos ou conforme certificado por cromatografia.

Todas as 83 amostras foram armazenadas em um refrigerador a 12 °C.

O conjunto de amostras foi ampliado com a adicao de 43 amostras de 6leos
vegetais comestiveis de diversos produtores, provenientes de diferentes matérias-
primas e adquiridos no mercado local de Vigosa (MG — Brasil). Este conjunto de
amostras de 6leos vegetais foi subclassificado de acordo com o seu tipo matéria-
prima, sendo: 11 éleos de canola; 7 6leos de milho; 3 bleos de linhaca; 8 azeites; 1
6leo de cartamo; 6 6leos de soja; e 8 dleos de girassol. As trés amostras restantes de
O0leos comestiveis foram misturas nao especificadas de Oleos vegetais,
comercializadas como fontes vegetais de 6mega-3.

Uma amostra de suplemento alimentar de 6mega-3 proveniente de éleo de peixe
certificada e um azeite de oliva comercial foram selecionados como amostras de
controle, usadas para atestar o desempenho do espectrofotometro portatil NIR e o
protocolo de medida. Essas amostras foram armazenadas em geladeira e protegidas
da luz e os espectros dessas amostras foram adquiridos no inicio e no final de cada
sessdo de medidas.

3.2.Espectrofotometro infravermelho préximo

O espectrofotdmetro infravermelho proximo (NanoNIR) portétil e de baixo custo
(Texas Instruments Inc., Dallas, Texas, EUA), usado neste trabalho e em trabalhos
anteriores [26,30], monitora a regido espectral do infravermelho préximo de 900 a



23

1700 nm, com uma resolugdo nominal de 10 nm. O instrumento ndo apresenta partes
mecanicas moveis. Ele possui duas pequenas fontes de radiagdo de filamento de
tungsténio (0,7 W), incorporadas préximas a sua janela de medicao. A radiacao NIR
que retorna da amostra, em uma medida de reflectancia difusa, passa por uma fenda
de entrada e € direcionada a uma grade de difracao fixa, que, por sua vez, projeta a
radiacao dispersa na superficie de um arranjo bidimensional de microespelhos [30,31].

O arranjo espectrométrico do NanoNIR emprega a tecnologia Micro Electro
Mechanical System (MEMS), que controla a matriz bidimensional de microespelhos
capazes de desviar um elemento de comprimento de onda selecionado em dire¢do ao
detector InGaAs de ponto Unico, que registra as intensidades da radiacdao NIR. O
usuario pode programar o numero de comprimentos de onda a serem detectados em
cada varredura (resolugao nominal) para cobrir a faixa espectral do instrumento, o
tempo de integracdo, o numero de varreduras a serem feitas para a média e o
protocolo de medigcédo. O ultimo pode ser selecionado para realizar uma varredura
sequencial, onde cada coluna de microespelhos desvia sequencialmente os
elementos de comprimentos de onda ou para realizar um protocolo Hadamard de
multiplexac&o, que melhora a razéo sinal-ruido (SNR) das medi¢cbes espectrométricas
[30,31].

A Figura 6 a seguir ilustra o sistema 6ptico do NanoNIR descrito anteriormente.
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Lampadas

Lentes
colimadoras

Grade de difracao

Lentes
focalizadoras

Detector InGaAs

de ponto tinico
O

Lentes coletoras

Arranjo de microespelhos
DLP

(seletor de comprimento de
onda)

Figura 6. Sistema O6ptico do espectrofotdbmetro NIR portatii (NanoNIR, Texas
Instruments Inc., Dallas, Texas, EUA), adaptado de [53]. Os feixes de radiacdo NIR
estao representados com cores para fins didaticos.

Na presente investigacao, a unidade comercializada sem nenhuma protecao de
seus eletronicos, foi inserida em uma caixa de acrilico e teve sua janela de medicao
exposta através de um orificio quadrado, aberto na tampa da caixa e cortado de modo
a comportar a cela de medida. O instrumento foi conectado a um laptop por um cabo
USB.

Para a aquisicao dos dados espectrais, foi empregado o protocolo de medida
multiplexado de Hadamard [32,33]. O NanoNIR operou com o gain do amplificador do
detector igual a 16. Os espectros foram adquiridos através da média de 30 varreduras,
com 221 pontos amostrados na faixa de 900 a 1700 nm. O tempo total de varredura
por amostra foi de 8 segundos.

O desempenho do NanoNIR foi verificado durante todo o periodo de aquisicao
dos dados deste trabalho (30 dias), através do monitoramento do ruido, da variacéo
da linha base e também através da dispersdao dos espectros das duas amostras
usadas como controle (dmega-3 e azeite).
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3.3.Cela de medida e protocolo de aquisicao dos espectros

A medicdo direta das capsulas intactas de softgel é possivel. Entretanto, a
realizacdo das medidas dessa forma é menos reprodutivel e impossibilita a
comparacao dos espectros dos suplementos de dmega-3 com os de substancias
comuns, encontradas comercialmente na forma liquida, e que s&o possiveis
candidatas a adulterantes desses suplementos. Além disso, as capsulas de softgel
utilizadas por cada fabricante apresentam diferentes tamanhos e espessuras (e,
talvez, até mesmo diferentes composicdes), o que dificulta também a comparacao
entre os espectros das amostras. Dessa forma, uma cela de medida para a aquisi¢éo

dos espectros NIR foi confeccionada (Figura 7).
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Figura 7. Cela de medida utilizada na aquisicao dos espectros NIR de suplementos
dietéticos de dmega-3 e de amostras de 6leos vegetais diversas. Reimpressa de [25].
Copyright 2020 por Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis.

A cela é composta por um cilindro de vidro de 1,6 cm de didmetro e 2,5 cm de
altura, que foi colado em uma base feita de uma placa BK7 quadrada (2,5 cm x 2,5
cm, com 1,0 mm de espessura), utilizando-se resina epoxi.

A cela foi projetada para funcionar no modo de transflectancia. O caminho éptico
nominal foi determinado usando um refletor traseiro plano feito de Teflon®. A distancia
compreendida entre a parte inferior da cela até o refletor € de 0,5 cm. Portanto, o
caminho 6ptico nominal foi de 1,0 cm.

O sinal de referéncia (background), usado para o calculo da absorbancia, foi
obtido utilizando-se um disco de Spectralon® (1 cm de espessura), colocado sobre
uma placa BK7. O disco de Spectralon® foi colocado a 2 mm de distancia da janela
de medicao do NanoNIR, a fim de produzir um sinal de referéncia que resulte em uma
linha base com absorbancia de cerca de 0,4 em 900 nm. Novos sinais de referéncia
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foram obtidos a cada 10 amostras medidas. A variabilidade da linha base (absorbancia
zero) foi estimada durante o tempo decorrido para a aquisigéo de todo o conjunto de
dados espectrais empregado neste trabalho (30 dias).

Para a aquisicdo dos espectros das amostras, a capsula de softgel do respectivo
suplemento contendo 6mega-3 era perfurada com uma agulha e seu conteludo era
espremido dentro da cela de medida. A altura do liquido dentro da cela foi igual ou
superior a 1,0 cm, a fim de que todo o caminho 6ptico estivesse preenchido com a
amostra. Dessa forma, um numero adequado de cépsulas (2 a 3) era utilizado para
atingir o volume necessario. Em seguida, o pistdo de teflon (refletor traseiro) era
inserido na cela, tomando-se o cuidado de nao aprisionar de bolhas de ar no caminho
optico.

A cela, com o refletor, era colocada sobre a janela de medida do NanoNIR, e o
espectro da amostra adquirido conforme descrito anteriormente. Todas as medidas
foram realizadas em duas celas, confeccionadas igualmente, e utilizou-se o espectro
médio das duas medidas no tratamento dos dados coletados. O esquema de
aquisicao dos espectros, como descrito acima, esta representado na Figura 8.

/ \ ~_ Pistdode
(« I—@I teflon
= 1
Amostra de 6mega 3 Cela dAe . .
- transflectincia =

NanoNIR — Texas Instruments
~ USS 1,000.00

Figura 8. Esquema ilustrando a sequéncia experimental para a obtencdo dos
espectros de absorbancia NIR de suplementos alimentares de &mega-3 e de amostras
de Oleos vegetais diversas.

Para garantir a qualidade do conjunto de dados espectrais e 0 desempenho
adequado do NanoNIR, espectros das amostras controle (um suplemento de dmega-
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3 e uma amostra de azeite) foram adquiridos no inicio e no final da sequéncia de
medicdo, que nunca ultrapassou dez amostras. Ao final de cada analise, as celas e
os pistdbes foram lavados com agua e detergente neutro, em seguida, com agua
destilada, e secos com lengos de papel.

O software livre do proprietario (Texas Instruments Inc., Dallas, Texas, EUA) foi
empregado para programar os parametros de varredura, para realizar a configuragdo
do instrumento e para armazenar os dados no formato ASCII.

3.4. Analise do conjunto de dados

O conjunto de espectros foi pré-processado e analisado usando o software
quimiométrico Unscrambler 10.5.1 (CAMO - Noruega). No pré-tratamento do conjunto
de dados, aplicou-se a segunda derivada sobre 0s espectros, utilizando-se o algoritmo
de Savitsky-Golay, janela de 15 pontos, polinbmio de 2° grau. Posteriormente, a PCA
desse conjunto de dados pré-processados foi realizada.

Os modelos PLSR foram desenvolvidos utilizando-se a derivada de 2° grau e a
soma dos teores de DHA e EPA, conforme consta nas etiquetas dos produtos, exceto
para as amostras de referéncia, cujos teores de DHA + EPA foram determinados por

cromatografia.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1.Performance do instrumento NanoNIR

Durante o desenvolvimento deste trabalho, avaliou-se amplamente o
desempenho do instrumento portatil de baixo custo que foi empregado na coleta dos
dados. A Figura 9 a seguir mostra o desempenho geral do espectrofotometro portatil
NanoNIR.
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Figura 9. Desempenho geral do espectrofotometro portatil NanoNIR. Em (A), tem-se
o desvio padrédo da linha base; em (B), esta representado o desvio padrdo de um
espectro tipico de suplemento de 6mega-3; e, por fim, em (C), esta representada a
relacao sinal-ruido (SNR) de um espectro tipico de um suplemento de 6mega-3. As
linhas vermelhas delimitam a regi&o espectral ideal para a faixa de trabalho do
instrumento. Reimpressa de [25]. Copyright 2020 por Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis.



29

Na Figura 9A, é representado o comportamento do desvio padrao das medidas
de referéncia (sinal do Spectralon®), expresso em absorbancia ao longo de toda a
faixa espectral compreendida pelo NanoNIR. Essas medidas foram realizadas durante
os 30 dias em que o instrumento foi utilizado para a aquisicdo dos dados deste
trabalho, totalizando um conjunto de 44 medidas.

O desempenho do espectrofotobmetro se mostrou muito bom por quase toda a
extensao da faixa espectral do instrumento (900 a 1700 nm) com um desvio padrao
médio de 3,0 x 104, assemelhando-se a varios instrumentos de bancada. Entretanto,
como pode ser observado pela delimitacdo das linhas vermelhas na Figura 9A, seu
desempenho piora nas extremidades desse intervalo, de forma que a faixa espectral
ideal de trabalho escolhida para este instrumento foi de 966 a 1664 nm.

Também foi avaliado o desempenho do instrumento com relacdo ao
comportamento da raz&o sinal-ruido (SNR) de um suplemento tipico de dmega-3
proveniente de 6leo de peixe. Inicialmente, o desvio padrdo de 34 espectros de um
mesmo produto foi avaliado, conforme ilustrado pela Figura 9B. Nesse conjunto de 34
espectros, foram levadas em consideracao as variacbes espectrais advindas do
manuseio da amostra e de sua apresentacdo ao equipamento. Foi realizada a
correcao do deslocamento da linha base para todos os espectros.

Posteriormente, calculou-se a SNR para toda a faixa espectral, dividindo-se a
média do sinal em cada comprimento de onda por seu respectivo desvio padrao. Na
Figura 9C, pode-se observar os valores da SNR de uma amostra de suplemento de
O6mega-3. Para a maior parte da faixa espectral escolhida como ideal para este
instrumento, observou-se uma SNR acima de 50. Conforme sera discutido na se¢éao
4.2, essa é a regiao que contém informacbes espectrais sobre as caracteristicas
relevantes dos suplementos de 6mega-3.

O conhecimento da performance do instrumento portatil a longo prazo, em
especial, para os espectros das amostras de 6mega-3 deste trabalho, é fundamental
para atribuir significancia aos resultados qualitativos e quantitativos obtidos a partir da
analise multivariada dos dados coletados.

4.2.Caracteristicas dos espectros de infravermelho préximo de
suplementos de 6mega-3 e de dleos vegetais

Os espectros brutos, na regiao do infravermelho préximo, obtidos para todas as
amostras analisadas, tanto as de suplementos de 6mega-3 quanto as de déleos
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vegetais comestiveis, estdo mostrados na Figura 10 a sequir.
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Figura 10. Conjunto de espectros NIR brutos de todas as amostras analisadas neste
trabalho. Os espectros em azul, verde, preto e rosa representam, respectivamente, as
amostras de: Oleos vegetais, 6mega-3 proveniente da mistura de éleos de peixe e
6leos vegetais, 6mega-3 proveniente exclusivamente de 6leo de peixe, e 6mega-3
proveniente exclusivamente de 6leos vegetais. Adaptada de [25]. Copyright 2020 por
Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis.

As caracteriticas espectrais mais relevantes ocorrem na faixa de 990 a 1620 nm,
que esta dentro da faixa da SNR ideal para o instrumento portéatil utilizado. Pode-se
perceber que a faixa espectral compreendida entre 990 a 1310 nm apresenta duas
bandas de absorcédo proeminentes. Essa regido do espectro esta associada com a
presenca de duplas ligagdes C=C e a seus modos vibracionais das ligagdes C-H [56].
Como mostrado na Figura 1, os acidos graxos poli-insaturados do tipo dmega-3 sao
compostos que possuem ligagdes C=C. Dessa forma, essa regiao (990 — 1310 nm)
fornece informagdes associadas ao conteudo de DHA e EPA das amostras.

De modo especial, € possivel observar que os suplementos de édmega-3, ricos
em ligagdes C=C provenientes dos compostos DHA e EPA, apresentam uma banda
de absorcéao caracteristica em 1166 nm, que pode ser atribuida ao terceiro sobretom
do alongamento da ligacado C-H proveniente de H-C=C. Por outro lado, os éleos
vegetais apresentam um pico de absorcdo mais intenso em 1211 nm, que pode ser
atribuido aos modos vibracionais C-H predominantes das cadeias de ligacbes C-C
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saturadas, associados ao terceiro sobretom do alongamento de CH2 [56].

Diferencas importantes entre os espectros de amostra de dleos vegetais e de
suplementos de 6mega-3 também podem ser observadas na faixa de 1300 a 1540 nm
e podem ser atribuidas ao primeiro sobretom das combinacées dos modos

vibracionais das ligacées C-H descritas acima [56].
4.3. Analise de Componentes Principais (PCA)

As replicatas das medidas da amostra de suplemento de 6mega-3 e da amostra
de azeite usadas como amostras controle foram adicionadas ao conjunto de espectros
mostrados na Figura 10. Em seguida, a segunda derivada do conjunto total de dados
espectrais foi calculada, usando-se o algoritmo de Savitzky-Golay com uma janela
simétrica de 15 pontos e polinémio de segundo grau. Este pré-tratamento dos dados
ajuda a minimizar fontes indesejadas de variabilidade encontradas no espectro
original devido a alteracdes aditivas e de mudangas de inclinagdo da linha base
espectral.

O conjunto de espectros pré-tratado foi entdo submetido a uma PCA, usando o
método da decomposicado em valores singulares (SVD) e, com isso, as cinco primeiras
componentes principais (PC) foram extraidas.

A Figura 11A mostra o gréafico dos scores para a primeira e a segunda PCs das
amostras de suplementos de 6mega-3, de Oleos vegetais e das amostras controle.
Juntas, essas duas PCs capturam 99% da variancia total do conjunto de dados
espectrais. Somente a primeira PC sozinha ja captura 98% da variancia original,
sendo a mais relevante para a analise qualitativa dos suplementos de émega-3.

E possivel visualizar a variabilidade das amostras controle, que estéo
destacadas pelas linhas vermelhas dentro dos grupos | e IV no grafico dos scores
mostrado na Figura 11A. Pode-se dizer que esta variabilidade é pequena quando
comparada a de todo o conjunto amostral.

A insercao das amostras controle na PCA é relevante, pois permite avaliar as
distancias entre os scores das amostras e 0s grupos de amostras, por meio da
comparacao com a dispersédo dos valores de scores das amostras controle, tomadas
como referéncia. Esse procedimento € significativo e frequentemente negligenciado
quando a PCA é usada como método de triagem. O procedimento proposto permite
considerar, simultaneamente, o efeito do desempenho do instrumento e do
procedimento de aquisicdo dos dados de medidas das amostras.
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comestiveis), onde as setas grossas indicam amostras fraudulentas. Reimpressa de
[25]. Copyright 2020 por Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis.
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A Figura 11B mostra o mesmo gréfico de scores que a Figura 11A. Entretanto,
na Figura 11B, as amostras estdo categorizadas de acordo com a matéria-prima que
as compdem. A esquerda, o grupo rotulado como | é constituido por suplementos de
6mega-3 provenientes de 6leo de peixe com maiores teores de DHA + EPA ou apenas
DHA por grama de capsula (380 - 630 mg g'). Os suplementos de O0mega-3
analisados por cromatografia e que possuem seus conteudos de DHA e EPA
certificados estdo presentes neste grupo. Esse fato também ajuda a atribuir
significancia a distribuicdo de scores, sem a necessidade de analisar cada uma das
amostras usando a técnica de referéncia que € onerosa e laboriosa.

As amostras do grupo | com valores de scores menores que zero referem-se aos
suplementos de dmega-3 que contém predominantemente DHA em sua composicao,
na proporcao aproximada de 577 mg de DHA para 3,7 mg de EPA por grama de
capsula, conforme certificado pela anélise cromatografica.

O grupo rotulado como Il contém suplementos de émega-3 também derivados
de bleo de peixe, conforme declarado em seus rétulos. No entanto, apresentam menor
teor de DHA + EPA por capsula (190 - 250 mg g'') quando comparados ao grupo |. O
grupo rotulado como Ill contém amostras de suplementos de émega-3 derivados de
Oleos vegetais ricos em ALA ou DHA + EPA, e uma amostra que € uma mistura de
Oleo vegetal e 6leo de peixe. Por fim, o grupo IV é constituido predominantemente
pelos bleos vegetais comestiveis extraidos de diferentes matérias-primas.

Os scores de algumas amostras permanecem fora dos grupos predominantes.
A amostra marcada como “b” contém 6leo extraido de uma microalga (Schizochytrium
sp). Esse fato justifica sua identificagdo como um outlier. A amostra rotulada como “a”
e as trés amostras indicadas como “c”, nas Figuras 10A e 10B, sao identificadas como
6leo de peixe pelo rétulo de seus respectivos frascos. No entanto, suas localizagdes
no grafico de scores revelam alguma irregularidade em suas composi¢oes.
Informacdes adicionais, ndo disponiveis no momento, seriam necessarias para
concluir sobre as causas desse comportamento.

A distribuicao dos scores, mostrada na Figura 11C, é um zoom do grupo IV
mostrado na Figuras 10A e 10B. Nesta ampliacdo, conforme indicado pelas setas, é
possivel identificar quatro amostras, comercializadas como suplementos alimentares
de 6mega-3, que possuem seus scores projetados entre as amostras pertecentes ao
grupo dos Oleos vegetais comestiveis. Portanto, é possivel suspeitar que essas
amostras estejam fraudadas. De acordo com os seus respectivos rétulos, uma das
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amostras contém uma mistura de 6leos vegetais, incluindo 6leo de borragem; outra
amostra contém borragem e 6leo de peixe; e as outras duas declararam conter apenas
6leo de peixe. De fato, essas duas amostras foram falsificadas e provavelmente sao
constituidas apenas por 6leo de girassol. Fraudes como essa foram detectadas
anteriormente no mercado brasileiro por meio de andlises cromatograficas [5].
Conforme demonstrado, a analise simples de PCA pode detectar rapidamente esse
tipo grosseiro de fraude e fazer a triagem de amostras suspeitas.

Em contraste com o trabalho anterior de Gouvéa et al. (2019), a abordagem
adotada neste trabalho permite a deteccéao de fraudes em amostras de suplementos
alimentares de dmega-3 sem o suporte da analise cromatografica. Os fundamentos
da espectroscopia NIR e 0 uso de algumas poucas amostras certificadas de dmega-3
sao suficientes para identificar a fraude de composicao inequivocamente dentro de
uma precisdo aceitavel (£ 10%).

Os scores da PCA também podem ser utilizados para detectar praticas de
marketing desonestas. Por exemplo, com base na ampliacao do grafico de scores do
grupo Il, mostrado na Figura 12, é possivel relacionar o preco de mercado (expresso
como US$ por grama de DHA + EPA) com o conteddo de DHA + EPA dos

suplementos comerciais de 6mega-3.
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Figura 12. Zoom do grupo Il — apresentado nas Figuras 10A e 10B — demonstrando a
utiizacdo da PCA para identificacdo de praticas de marketing inescrupulosas
exemplificadas, neste caso, pela relagdo (conteudo / preco DHA + EPA). Os valores
de cada amostra estdo em US$ por grama de DHA + EPA. Reimpressa de [25].
Copyright 2020 por Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis.
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O conteudo de DHA + EPA do grupo Il esta em uma faixa relativamente estreita
(190-250 mg g'). Entretanto, os precos apresentam grandes variagdes em seus
valores, que nao sao justificadas pelo conteido do material analisado. O maior preco
chega a ser dez vezes maior que 0 menor preco dentro desse mesmo grupo (0,14 -
1,75 US$ g). Outra observacdo que pode ser feita & que varios suplementos de
6mega-3 com menor teor de DHA + EPA estdo sendo comercializados a precos
equivalentes aos de maior teor (representados pelo grupo | nas Figuras 10A e 10B).
Inclusive, os dois suplementos fraudulentos identificados como contendo apenas 6leo
vegetal comestivel, indicados na Figura 11C, apresentam um prego equivalente a
média dos suplementos comerciais de dmega-3 genuinos, exibidos no grupo | da
Figura 11B.

Certamente, varios outros fatores também precisam ser levados em
consideracao na formulagéo do preco final dos produtos, como, por exemplo, a origem
da matéria-prima e o0 seu processamento, usado ndo apenas para concentrar o
material de interesse, mas também para purificar a matéria-prima quanto a presenca
de metais toxicos. Entretanto, essa analise simples fornece uma boa ideia geral

quanto a variagdo dos precos desses suplementos no mercado.
4.4.Estimando o conteudo de DHA + EPA dos suplementos de 6mega-3

Normalmente, a construcdo de um modelo quantitativo baseado em dados
espectrais visando a determinacdo de DHA + EPA nos suplementos de dmega-3
depende dos resultados da determinacdo desses acidos graxos para um grande
namero de amostras pelo método cromatografico de referéncia [9-20]. Portanto, o
custo e o tempo necessarios para produzir o modelo com base em dados
espectroscéopicos NIR podem se tornar inviaveis.

Tendo isso em vista, este trabalho propde a construcdo de um modelo de
regressao para investigar o conteudo de DHA + EPA em suplementos de dmega-3 de
uma forma ndo convencional, dispensando a maioria das analises laboratoriais de
referéncia. O procedimento emprega poucas amostras de referéncia (no caso deste
trabalho, foram 12), para as quais o conteudo de DHA + EPA foi previamente
determinado por cromatografia. Para as demais amostras restantes, incluidas no
conjunto de calibracdo, os valores de seus conteudos de DHA + EPA utilizados s&o
0s mesmos especificados em seus respectivos rétulos.

Esse procedimento se baseia na seguinte hipotese: “A maioria dos teores reais
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dos compostos ativos (EPA + DHA, no presente caso) de suplementos alimentares e
de medicamentos (pode-se dizer que 90%) é igual ao valor declarado no rétulo do
produto, com uma incerteza relativa média de £ 10%.”

Essa hip6tese pode ser sustentada pelas seguintes propostas: i) as industrias de
suplementos alimentares e de medicamentos sdo muito bem regulamentadas; ii)
historicamente, os dados raramente revelaram ocorréncia de fraudes ou de néo
conformidades superiores a 10% em relagao ao teor dos compostos de interesse.

Para ilustrar essa segunda proposta, considerando amostras de suplementos
alimentares de dmega-3, um estudo publicado recentemente mostrou que o conteudo
de DHA + EPA de 37 de 42 produtos comerciais analisados estavam em conformidade
com = 10% do valor que tinha sido declarado em seus respectivos rétulos [57], o que
implica que o conteudo verdadeiro de DHA + EPA dos suplementos deve estar na
faixa de £ 10% do conteudo declarado para a grande maioria dos produtos. Além
disso, os resultados estatisticos da analise multivariada (como a PCA, por exemplo)
podem ser usados para excluir amostras resultantes de fraudes grosseiras e/ou
especificacdes incorretas do contetdo no rétulo.

A Tabela 1 abaixo permite comparar o conteudo de DHA + EPA determinado por
cromatografia com o valor especificado no rétulo dos frascos de suplementos de
O6mega-3 para as 12 amostras de referéncia empregadas neste trabalho. Apenas uma
amostra (representada pelo numero 12 na Tabela 1) tem um valor declarado no rétulo
que difere mais que 10% do valor real determinado pela analise cromatografica. Em
geral, os valores estao de acordo com a hipétese anunciada.

Para que o modelo seja mais preciso, no entanto, é necessario detectar as
amostras (outliers) cujo rétulo esta em grande desacordo com o conteudo real de DHA
+ EPA, pois os outliers conferem um efeito deletério ao modelo PLSR. O conjunto
inicial de amostras usado para construir e validar o modelo PLSR incluiu todas as
amostras declaradas como suplementos de dmega-3, indicando seu conteudo de DHA
+ EPA no rétulo e as 12 amostras de referéncia, cujo conteudo foi determinado por
cromatografia gasosa (totalizando 78 amostras). Um modelo PLSR preliminar foi
construido usando todo esse conjunto de dados. O modelo necessitou de apenas uma
variavel latente para capturar 99% da variabilidade encontrada no conteddo de DHA
+ EPA do conjunto de amostras.
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Tabela 1. Caracterizacao dos suplementos de émega-3 analisados por cromatografia
gasosa e pelo modelo PLSR. Reimpressa de [25]. Copyright 2020 por Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis.

(DHA+ EPA) /M3 G piterenca (DHA + EPA) /mg g’
Amostra — 2 10 Referéncia® r(ala(tci)f)ﬂ** : Validagao  Validagao Diferenga
(A) (B) cruzada (C) (D) (CorD)-B
1 563 588 -4.,4 - 579 -9
2 563 617 9,6 - 610 -7
3 563 617 -9.,6 - 610 -7
4 563 573 1,8 - 579 6
5 563 617 9,6 - 608 -9
6 563 584 -3,7 - 573 -11
7 563 589 -4,6 570 - -19
8 563 575 2,1 584 - 9
9 563 615 9,2 609 - -6
10 563 576 2,3 568 - -8
11 577 630 -9,4 615 - -15
12 563 494 -12 - - -

:yalores de referéncia obtidos a partir da analise cromatograéfica [7].
“[(B—A)/ A] x 100
Amostra removida do conjunto de calibragdo usado no modelo PLSR.

Seis outliers foram removidos do conjunto original antes da construgdo do
modelo final, com base na analise do grafico da relacao X-Y de outliers para a primeira
variavel latente, nos residuos espectrais e na leverage das amostras.

A Figura 13A mostra o grafico da relagdo X-Y de outliers obtido apds a
construgdo do modelo PLSR preliminar. Na Figura 13A, as seis amostras que foram
eliminadas estao circuladas de vermelho. A relacao X-Y de outliers é uma ferramenta
quimiométrica do software Unscrambler que permite a identificacdo de outliers na
relacdo entre o conteldo espectral e o de referéncia de uma espécie quimica presente
na amostra [58].
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Figura 13. Gréfico da relagao X-Y de outliers. (A) As amostras outliers removidas do
conjunto de dados antes do PLRS (marcadas com circulos vermelhos). (B) Amostras
restantes (pontos em azul) e as amostras de referéncia (pontos em vermelho). (C)
Mudanca nos scores Y causada pela simulacdo de uma mudancga nos valores de DHA
+ EPA indicados pelos rétulos das amostras representadas pelos pontos vermelhos.

Reimpressa de [25]. Copyright 2020 por Journal of Pharmaceutical and Biomedical

Analysis.
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A ferramenta acessa a relagéo entre os scores dos espectros (X) e os scores do
conteudo quimico (Y) um a um para todas as variaveis latentes relevantes usadas no
modelo. Neste caso, a analise foi feita apenas para a primeira variavel latente
relevante. Esta ferramenta é muito importante no presente trabalho porque, além de
identificar os outliers espectrais, também permite identificar aqueles pontos que néao
se enquadram na relacao entre a composicao espectral e quimica. Dois dos outliers
detectados foram os suplementos falsos de 6mega-3 previamente identificados pela
PCA, um foi a amostra de 6leo proveniente de microalgas e os outros trés foram
amostras rotuladas como 6leo de peixe e que podem ter um contetudo de DHA + EPA
muito longe do indicado em seu rétulo. Uma amostra de referéncia (representada pelo
namero 12 na Tabela 1) estava entre as amostras removidas. Para esta amostra, é
possivel detectar uma discrepancia entre o rétulo e os valores de referéncia superiores
a 10%.

A Figura 13B mostra o grafico da relacdo X-Y de outliers obtido para o modelo
PLSR construido com as 72 amostras restantes. As amostras plotadas em vermelho
identificam as 11 amostras de referéncia restantes no conjunto de dados.

A Figura 13C mostra a mudanca nos scores Y resultante da simulagdo de uma
mudanca na quantidade de DHA + EPA declarada no rétulo (ou do conteudo de
referéncia) de 6 amostras (plotadas em vermelho) das 72 amostras previamente
selecionadas. As amostras marcadas como "a" e "b" sdo amostras de referéncia cujo
conteudo de DHA + EPA foi alterado em + 20% e -20%, respectivamente. As amostras
“c” e “f” tiveram o conteudo informado pelos seus repectivos roétulos alterado em +
20%. O rétulo da amostra “d” foi alterado adicionando-se duas vezes o erro quadratico
médio de predicdo (RMSEP), ou seja, + 54 mg g do modelo de PLSR validado. O
conteudo da amostra “e” foi alterado para simular uma mudanca drastica de -50% em
relacdo ao seu rétulo, o que poderia ocorrer caso as cipsulas de dmega-3 fossem
embaladas com um rotulo errado.

No geral, a simulagdo revela que € mais facil detectar amostras fora das
especificagdes quando o seu conteudo de émega-3 € maior. Alteragdes drasticas no
conteudo do rétulo de amostras com o conteudo médio de dmega-3 (cerca de 200 mg
g') também sao facilmente identificadas nos gréficos da relagdo X-Y de outliers. No
entanto, mudancas moderadas no rotulo de amostras de baixo contetudo (na Figura
13C, representadas pelas letras “c”, “d” e “f’) sdo mais dificeis de serem identificadas.

Por outro lado, o0 modelo PLSR construido apenas removendo as amostras "a",
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"b" e "e" (certamente detectadas como outliers) do conjunto de dados e mantendo-se
as outras trés amostras com seu conteudo de rétulo alterado (resultando em um
conjunto de dados de 69 amostras) mostra que o valor previsto por validagao cruzada
para essas trés amostras alteradas nao sofre alteragéo significativa no contetudo de
DHA + EPA quando comparado com os valores obtidos anteriormente, conforme pode
ser observado na Tabela 2.

Tabela 2. Resultado da validacao cruzada dos modelos PLSR para trés amostras que
tiveram os valores de seus conteudos de DHA +EPA alterados em relacéo aos rétulos.
Reimpressa de [25]. Copyright 2020 por Journal of Pharmaceutical and Biomedical
Analysis.

Antes da alteragado / mg g Depois da alteragao / mg g
Amostra*
Rétulo Previsto** Rétulo Previsto™*
f 108 106 130 109
c 379 430 455 430
d 224 239 278 240

* Conforme indicagéo nas Figuras 12B e 12C.
** Valores da validagao cruzada previstos pelos modelos PLSR.

A razdo para isto € que, de acordo com a hipbétese sugerida neste trabalho, os
coeficientes de regressdo do modelo PLSR s&o determinados principalmente pelas
66 amostras para as quais o rétulo ou os valores de referéncia foram considerados
corretos dentro do limite especificado de £ 10%.

Por fim, o conjunto de 72 amostras selecionadas originalmente foi dividido
aleatoriamente em dois subconjuntos contendo os espectros de 42 e 30 amostras para
calibrar e validar o modelo final, respectivamente. Das 11 amostras de reféncia, 5
ficaram no conjunto de calibracéo e as outras 6 fizeram parte do conjunto de validacéo.

O modelo PLSR final exigiu apenas uma variavel latente, produzindo um erro
quadratico médio de uma validagéo cruzada (RMSECV) de 20 segmentos de 22 mg
g' e um coeficiente de determinacdo (R?) igual a 0,977. A validacio revelou um
RMSEP igual a 27 mg g' e um R? igual a 0,975, que é préximo a + 10% do contelido
médio mais usual de DHA + EPA de 200 mg g™'. A Figura 14 mostra os resultados da
validacdo do modelo PLSR empregado para prever o conteudo de DHA + EPA de
suplementos comerciais de 6mega-3.

As 11 amostras de referéncia (5 empregadas na calibracdo e 6 na validacao),
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qgue tém seus conteudos de DHA + EPA certificados, determinados por cromatografia,
foram muito bem ajustadas pelo modelo e resultaram em valores previstos aceitaveis,

como pode ser observado na Tabela 1.
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Figura 14. Resultados da validagcdo do modelo de regressao PLS construido para
estimar o contelido de DHA + EPA (mg g') das cépsulas softgel dos suplementos
alimentares de 6mega-3. Reimpressa de [25]. Copyright 2020 por Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis.

Um bias negativo pode ser observado, pois a maioria dos valores previstos sao
inferiores aos resultados de referéncia. No entanto, a diferenca mais acentuada
observada foi de -19 mg g (-3,2%), que é significativamente inferior ao RMSEP do
modelo PLSR.

A tentativa de previsdo das seis amostras deixadas de fora da etapa de
construgdo do modelo revelou que, em média, os valores previstos diferem do valor
do rétulo em 106 mg g'. A diferenca relativa observada é de 50% (BIAS = 30%). Como
pode ser observado na Tabela 3 a seguir, cinco valores previstos sdo maiores do que

os valores do rétulo e um valor € menor.



42

Tabela 3. Predicdo dos valores de DHA + EPA das seis amostras deixadas de fora da
construcdo do modelo PLSR. Reimpressa de [25]. Copyright 2020 por Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis.

(DHA + EPA) /mg g

Amostra Rétulo Previsto Diferenca Diferenca relativa / %
1 213 282 69 32
2 367 482 115 31
3 207 272 65 31
4* 494 582 88 18
5 214 86 -128 -60
6 133 303 170 128

*Valor de referéncia da cromatografia

Por outro lado, as trinta amostras do conjunto de validacao foram previstas com
uma diferenca absoluta média de 15 mg g' e uma diferenca relativa média de apenas
1,5% (BIAS = -1,1%). A Figura 15 mostra a distribuicdo das diferengas relativas entre
os valores previstos e os de referéncia para as trinta amostras do conjunto de

validacao.
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Figura 15. Distribuicdo das diferengas relativas entre os valores previstos e os valores
rotulados ou de referéncia para as trinta amostras do conjunto de validagao.
Reimpressa de [25]. Copyright 2020 por Journal of Pharmaceutical and Biomedical
Analysis.

Cinco valores previstos ultrapassaram o limite de hipétese de 10% e duas
amostras excederam significativamente esse limite de 10%.

Certamente, o desempenho geral do modelo proposto é pior do que daqueles
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relatados anteriormente [9-20], que foram construidos com um tipo mais restrito de
amostras e empregando resultados de referéncias para todo o conjunto de amostras
de modelagem e validacdo. No entanto, o modelo PLSR aqui proposto ndo visa
substituir o método cromatografico de referéncia para o controle de qualidade nas
industrias. O modelo pretende ser usado para triagem de conteudo DHA + EPA,

visando detectar fraudes grosseiras.
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5. CONCLUSAO

As abordagens qualitativa e quantitativa propostas para avaliar os dados
espectrais NIR de suplementos de 6mega-3, seus possiveis adulterantes e possiveis
substancias falsas, mostram que as informacbdes ja disponiveis, aliadas aos
fundamentos da espectroscopia NIR e da analise multivariada robusta e direta de
dados por PCA, sdo capazes de caracterizar os produtos comerciais. A qualidade dos
produtos e as fraudes podem ser facilmente detectadas, mesmo in situ, usando o
espectrofotdmetro portatil de baixo custo.

A abordagem proposta nado utilizou os modelos convencionais de classificacao
automatica. Por outro lado, para caracterizar uma amostra desconhecida, seus
espectros NIR devem ser pré-tratados e projetados no espaco da componente
principal. A localizagdo da amostra (scores) € determinada, permitindo sua
caracterizacao. A PCA pode ser refeita, se necessario, para expandir o escopo da
biblioteca espectral. O conhecimento da base de dados original e sua abrangéncia
garantem a caracterizagdo da amostra desconhecida. Este procedimento
automaticamente atualiza e aumenta a robustez do procedimento de caracterizacao
conforme novas amostras s&o incorporadas ao banco de dados. Naturalmente,
modelos de classificacdo (ndo avaliados neste trabalho) também poderiam ser
desenvolvidos com base nas informagdes fornecidas pela PCA.

A abordagem quantitativa ndo convencional foi conduzida usando apenas cinco
amostras analisadas por cromatografia para seu conteitdo de DHA + EPA no
procedimento de calibracdo. Os resultados mostram eficiéncia preditiva suficiente
(RMSEP = 27 mg g') para estimar o conteGdo dos componentes ativos dos
suplementos de 6mega-3, dentro da faixa de £ 10% do conteddo mais usual de DHA
+ EPA (200 mg g") encontrado em uma cépsula. Novamente, os resultados de PCA
(residuos e leverages) e PLSR (valores discrepantes da relacdo X-Y) sdo empregados
para selecionar as amostras cujo conteudo de DHA + EPA representado em seus
rétulos pode ser confiavel o suficiente para alimentar o modelo PLSR.

De maneira geral, a caracterizacdo por meio da informacdo espectroscépica
NIR, proposta neste trabalho, é realizada minimizando o custo de constru¢do de

modelos qualitativos e quantitativos multivariados.
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Anexo

Tabela A. Principais especificacées dos espectrofotdmetros comerciais disponiveis.

Resolucao Faixa

. . Detector Tempo de Importacao dos
Fabricante Modelo Tecnologia espectral espectral (Elementos) integracio dados/Armazenamento Peso
(nm) (nm)
Si-Ware Systems NeoSpectra MEMS - FT 8-16 11275006 InGaAs (1) 3000:1 2s USB X
Brimrose Luminar— AqTF 1-10 900- 1.GaAS (1) 30uAbs  ~5s TCP IP, /O cabo X
5030 1800 ’
. NIRONE MEMS 1550—- _ USB
Spectral Engines 50 Fabry-Perot 16-2 1950 InGaAS (1) 10000:1 0.5s Bluetooth 159
ConsumerPhysics SCiO X X X X X 1.5s Bluetooth 359
Stratio Tecnologia | . 450- -
Inc. Link Square X 10 1000 X X X Wi-Fi 579
Texas Grade - 900— USB, Bluetooth/Cartao
| NanoNIR MEMS - 10 InGaAS (1) 6000:1 0.3s ’ L 85¢g
nstruments DMD 1700 de memoria
: LVF — Filtro
o . MicroNIR . 950- InGaAs ) 0.25—-
Viavi Solutions OnSite I|n_e,ar 12-20 1650 (128) 25000:1 0.50's USB 100g
variavel
MEMS - 900- _ USB, Bluetooth/Cartao
Young Green NIR Scan DMD 10 1700 InGaAS (1) 6000:1 0.3s de meméria 120 g
Red-Wave- MEMS 1750- _
Stellar Inc. Micro Fabry-Perot 10 2150 InGaAS (1) 5000:1 0.1-10ms USB <125¢g
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Resolucao Faixa ~

. . Detector Tempo de Importacao dos

Fabricante Modelo Tecnologia es?:rﬁt)ral e5|(o:r<':1t)ral (Elementos) SNR integracio dados/Armazenamento Peso
Grade de

, 900- InGaAs USB, Bluetooth e

RGB Photonics Q-Red C_lgerny- 4 1700 (512) X 7 us—600s proprietario 1609
uner
: 950- InGaAs _

Ocean Optics Flame NIR Grade ~10 1650 (128) 6000:1 1ms—60s USB 265¢g
ThouLabs CCS175  Grade 0.8 2005 CCD(3648) 2000:1  5ms USB 400g
Xian Yima NIRMagic 950- USB/Amazenamento

Optoelec. Co., Ltd 1210 X 125 1650 X X <5s interno 850¢
: 310- . Wi-Fi/Amazenamento
Felix Instruments F 750 Grade 8-13 1100 Si (256) X 4-6s interno 1050¢g
ThermoFisher o orac MEMS. 11 N0 nGaAs (1) X ~1s  USB/Amazenamento 55,
Scientific 1690 interno g
Hadamard
. Czerny- 1000- InGaAs
Spectral Evolution LF - 2500 Turner 10-20 2500 (256) X 0.5-15ms USB, Bluetooth 1500¢g
PoliSpec Grade 900- InGaAS
IOU3 S.r.l NIR concava 2.2 1700 (256) X 0.1-100s USB, RS232, Bluetooth 1500g
ASD Inc. QualitySpec 350-
Panalytical Trek X 3-8 2500 X X X X 2000g
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Tabela B. Descricdo das amostras analisadas neste trabalho.

EPA+ ' recopor
EPA/mg DHA/mg DHA/ q;':’g;?ie

Amostra Tipo Matéria-prima cép1sula' cép?ula' ~mg _ DHA por

cap1sula capsula/

10 reais
AMO1* 6mega-3 6leo de peixe 296,15 180,11 476,26 5,61
AMO02* 6mega-3 6leo de peixe 3,19 496,81 500,00 5,96
AMO03* 6mega-3 6leo de peixe 281,64 189,92 471,56 5,66
AMO04* 6mega-3 6leo de peixe 299,33 179,21 478,54 5,58
AMO05* 6mega-3 6leo de peixe 3,19 496,81 500,00 5,96
AMO06* 6mega-3 6leo de peixe 3,31 488,8 492,11 6,06
AMO7* 6mega-3 Oleo de peixe 291,43 175,12 466,55 4,82
AMO08* 6mega-3 6leo de peixe 3,31 488,8 492,11 6,06
AM09* 6mega-3 6leo de peixe 235,00 165,00 400,00 5,63
AM10* 6mega-3 6leo de peixe 286,91 177,07 463,98 4,85
AM11* 6mega-3 6leo de peixe 3,19 496,81 500,00 5,96
AM12* 6mega-3 6leo de peixe 295,32 181,68 477,00 5,60
AM13 6mega-3 6leo de peixe 166,67 133,33 300,00 1,58
AM14 6mega-3 6leo de peixe 180,00 120,00 300,00 2,06
AM15 6mega-3 6leo de peixe 170,00 125,00 295,00 0,78
AM16 6mega-3 6leo de peixe 180,00 120,00 300,00 1,10
AM17 6mega-3 6leo de peixe 180,00 120,00 300,00 4,40
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AM18
AM19
AM20
AM21
AM22
AM23
AM24
AM25
AM26
AM27
AM28
AM29
AM30
AM31
AM32
AM33
AM34
AM35
AM36
AM37
AM38
AM39
AM40
AM41

6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3

Oleo de peixe
6leo de peixe
Oleo de peixe
6leo de peixe
Oleo de peixe
6leo de peixe
6leo de peixe
6leo de peixe
6leo de peixe
6leo de peixe
6leo de peixe
6leo de peixe
6leo de peixe
6leo de peixe
6leo de peixe
6leo de peixe
6leo de peixe
6leo de peixe
Oleo de peixe
6leo de peixe
6leo de peixe
6leo de peixe
6leo de peixe
6leo de peixe

180,00

166,67
166,67
180,00
180,00
180,00
180,00
90,00
19,25
200,00
180,00
166,67
180,00

180,00
166,67
180,00

180,00
166,67
180,00
180,00
165,00

120,00

133,33
133,33
120,00
120,00
120,00
120,00
60,00
20,50
133,33
120,00
133,33
120,00

120,00
133,33
120,00

120,00
133,33
120,00
120,00
110,00

300,00

300,00
300,00
300,00
300,00
300,00
300,00
150,00
39,75
333,33
300,00
300,00
300,00
300,00
300,00
300,00
300,00
300,00
300,00
300,00
300,00
300,00
275,00

1,34
0,83
2,17
2,63
2,30
1,60
3,03
5,03
0,71
0,73
0,57
0,60
4,00
1,50
2,33
1,33
2,89
1,03
3,87
0,93
0,67
4,84
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AMA42
AM43
AM44
AM45
AM46
AM47
AMA48
AM49
AM50
AMS1
AM52
AMS3
AM54
AMS5
AM56
AMS7
AM58
AMS9
AM60
AMG61
AM62
AM63
AM64
AM65

6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3

Oleo de peixe
6leo de peixe
Oleo de peixe
6leo de peixe
Oleo de peixe
6leo de peixe
6leo de peixe
6leo de peixe
6leo de peixe
6leo de peixe
6leo de peixe
6leo de peixe
6leo de peixe
6leo de peixe
6leo de peixe
6leo de peixe
6leo de peixe
6leo de peixe
Oleo de peixe
6leo de peixe
6leo de peixe
6leo de peixe
6leo de peixe
6leo de peixe

180,00
180,00
180,00
100,00
200,00
200,00
166,67
180,00
120,00
180,00
94,00

200,00
180,00
200,00
180,00
180,00
200,00
180,00
330,00
100,00
200,00

180,00
166,67

120,00
120,00
120,00
60,00
100,00
100,00
133,33
120,00
300,00
120,00
63,00
100,00
120,00
100,00
120,00
120,00
500,00
120,00
220,00
250,00
100,00

120,00
133,33

300,00
300,00
300,00
160,00
300,00
300,00
300,00
300,00
420,00
300,00
157,00
300,00
300,00
300,00
300,00
300,00
700,00
300,00
550,00
350,00
300,00
300,00
300,00
300,00

0,57
0,63
1,23
6,99
0,83
1,40
2,94
0,92
6,07
0,83
2,68
1,44
0,83
1,10
0,69
0,81
2,14
4,93
2,09
2,63
1,43
4,00
0,77
1,27
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AM66
AM67
AM68
AM69
AM70
AM71
AM72
AM73
AM74
AM75
AM76
AM77
AM78
AM79
AM80
AM81
AM82
AMB83
AM84
AMB85
AM86
AM87
AM88
AMB89

6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3
6mega-3
6leo comestivel
6leo comestivel
6leo comestivel
6leo comestivel
6leo comestivel
6leo comestivel

Oleo de peixe
6leo de peixe
Oleo de peixe
6leo de peixe
Oleo de peixe
6leo de peixe
6leo de peixe
6leo de peixe
6leo de peixe
6leo de peixe

Oleos de borragem, linhaca e peixe
6leos de borragem, linhaca e peixe
6leos de borragem, linhaca e peixe

6leos de borragem, linhaga e primula

6leos de borragem, linhaca e primula

6leos de borragem, cartamo, gergelim, girassol e linhaga
6leos de gergelim e linhaca
6leos de girassol e da microalga Schizochytrium sp.

6leo de canola
6leo de canola
6leo de canola
6leo de canola
6leo de canola
6leo de canola

180,00
180,00
180,00
918,00
120,00
100,00
180,00
180,00
97,50
160,00
96,50
96,50
96,50

0,00

120,00
120,00
120,00
141,00
300,00
100,00
120,00
120,00
61,00
130,00
55,50
55,50
55,50

200,00

300,00
300,00
300,00
1059,00
420,00
200,00
300,00
300,00
158,50
290,00
152,00
152,00
152,00

200,00

0,70
1,03
1,63
4,18
2,33
5,90
0,77
1,47
1,64
1,00
7,12
5,46
2,63

12,85
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AM90
AMO1
AM92
AM93
AM94
AM95
AM96
AM97
AM98
AM99
AM100
AM101
AM102
AM103
AM104
AM105
AM106
AM107
AM108
AM109
AM110
AM111
AM112
AM113

6leo comestivel
6leo comestivel
6leo comestivel
6leo comestivel
6leo comestivel
6leo comestivel
6leo comestivel
6leo comestivel
6leo comestivel
6leo comestivel
6leo comestivel
6leo comestivel
6leo comestivel
6leo comestivel
6leo comestivel
6leo comestivel
6leo comestivel
6leo comestivel
6leo comestivel
6leo comestivel
6leo comestivel
6leo comestivel
6leo comestivel
6leo comestivel

6leo de canola
6leo de canola
6leo de canola
6leo de canola
6leo de canola
6leo de milho
6leo de milho
6leo de milho
6leo de milho
6leo de milho
6leo de milho
6leo de milho

6leo de linhaga marrom
6leo de linhaca dourada

6leo de linhaca
azeite de oliva

azeite de oliva

azeite de oliva

azeite de oliva

azeite de oliva

azeite de oliva

azeite de oliva

azeite de oliva

6leo de cartamo
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AM114  dbleo comestivel 0leo de soja

AM115 6bleo comestivel 6leo de soja

AM116  O6leo comestivel Oleo de soja

AM117  6bleo comestivel 6leo de soja

AM118 d6leo comestivel Oleo de soja

AM119 dbleo comestivel 6leo de soja

AM120 6leo comestivel 6leo de girassol

AM121  6leo comestivel 6leo de girassol

AM122  6leo comestivel 6leo de girassol

AM123 6leo comestivel 6leo de girassol

AM124  6leo comestivel 6leo de girassol

AM125 6leo comestivel 6leo de girassol

AM126 6leo comestivel Oleo de girassol

AM127  6leo comestivel 6leo de girassol

AM128 6leo comestivel 6leos de canola, girassol e milho
AM129 6leo comestivel 6leos de canola, girassol e milho
AM130 6leo comestivel Oleos de canola, girassol e milho

"Amostras com certificagdo do seu respectivo contelido de dmega-3 por analise cromatogréfica.



