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RESUMO

RODRIGUES JUNIOR, Paulo Henrique, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
abril de 2015. Utilizagdo de FT-Raman e ferramentas quimiométricas na
determinacgao rapida de fraude por maltodextrina e hidrélise da lactose em
leite em pé. Orientador: Antdnio Fernandes de Carvalho. Coorientadores: italo
Tuler Perrone, Michele da Silva Pinto e Ana Clarissa dos Santos Pires.

No presente trabalho, a espectroscopia FT-Raman foi explorada como um
método rapido para avaliar a presenca de lactose e identificar fraude por adicao
de maltodextrina (2.5 — 50.0%) em leite em pé. Através dos espectros Raman foi
possivel diferenciar as amostras de leite em pd sem a necessidade de
preparagcdo das amostras, enquanto os métodos de controle de qualidade
tradicionais, incluindo cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) séao
relativamente lentos e trabalhosos. Espectros Raman foram obtidos de amostras
de leite em p6 com alto e baixo teor de lactose, ambos com e sem adi¢cao de
maltodextrina, totalizando 45 amostras em 4 tipos de tratamentos. Foram
observadas diferengas entre os espectros das amostras quanto ao teor de
lactose, assim como quanto a presenca do adulterante. Como complemento,
foram empregadas anadlise de componentes principais (PCA) e analise
discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA) a fim de classificar as
amostras. Os modelos PLS-DA desenvolvidos permitiram classificar todas as
amostras, tanto em relagdo ao teor de lactose quanto a presenga de
maltodextrina. Os resultados demonstraram a utilidade da técnica de
espectroscopia Raman em combinagdo com a quimiometria para determinar a

presenca de lactose e de maltodextrina nas amostras de leite em po.



ABSTRACT

RODRIGUES JUNIOR, Paulo Henrique, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
April, 2015. FT-Raman and chemometric tools for rapid determination of
fraud by addition of maltodextrin and presence of lactose in milk powder.
Adviser: Anténio Fernandes de Carvalho. Co-advisers: italo Tuler Perrone,
Michele da Silva Pinto and Ana Clarissa dos Santos Pires.

In this work, FT-Raman spectroscopy has been explored as a quick screening
method to evaluate the presence of lactose and identify milk powder samples
adulterated with maltodextrin (2.5 — 50.0%). Raman measurements can
differentiate samples of milk powder, without the need for sample preparation,
while traditional quality control methods, including high performance liquid
chromatography, are cumbersome and slow. FT-Raman spectra were obtained
from samples of high lactose and low lactose milk powder, both without and with
addition of maltodextrin. Differences were observed between the spectra involved
in identifying samples with low lactose content, as well as adulterated samples.
In addition, exploratory data analysis using Raman spectroscopy and principal
components analysis (PCA) and multivariate analysis was also developed to
classify samples of milk powder with PCA and partial least squares discriminant
analysis (PLS-DA). The PLS-DA models obtained allowed to classify all samples,
both in relation to the content of lactose and the presence of maltodextrin. These
results demonstrate the utility of FT-Raman spectroscopy in combination with

chemometrics to infer about the quality of milk powder.
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1. INTRODUGAO

O leite é considerado um alimento completo para o ser humano devido
a sua riqueza de nutrientes e possui um papel importante na dieta de grande
parte das pessoas, sendo amplamente comercializado e consumido no
mundo inteiro. Do mesmo modo, o leite em pd possui grande importancia na
alimentacao da populagao e na economia mundial. Os principais motivos de
se produzir leite em po estéo relacionados a extensao da vida de prateleira
do leite em pé e facilidade de transporte e estocagem, o que possibilita a
utilizacdo do produto em periodos de escassez de leite fresco. Portanto uma
politica comercial regulamentadora é importante para o leite em pé.

Apesar de o leite ndo ser uma matéria-prima de alto custo, a grande
quantidade comercializada em todo o mundo o torna, do ponto de vista
econbmico, um alvo atraente para criminosos cometerem fraudes.
Geralmente a composigao do leite € alterada pela adicado de produtos mais
baratos, podendo estes serem ou nao de origem lactea, e em seguida a
mistura resultante é vendida como leite. A substituicdo de qualquer
constituinte do leite com substéncias de diferentes origens é uma pratica
considerada fraude, independentemente se esta substituicdo aumentar o
valor nutricional do produto final.

De acordo com Ferrao et al. (2007), uma fraude comum no Brasil é
caracterizada pela adicao de pequenas quantidades de maltodextrina em
leite adulterado com, por exemplo, proteinas do soro e gordura, a fim de
corrigir a densidade e crioscopia do leite liquido e entdo apds a secagem
oferecer aos clientes a mistura como se fosse leite em po integral. E
importante frisar que alguns produtos lacteos, como férmulas infantis, podem
legalmente conter maltodextrina, assim como amido e outros derivados,
porém estes produtos sao especificamente regulamentados. A adulteragao
de leite em p6 com maltodextrina € uma pratica conhecida, mas ndo € muito
abordada na literatura, e torna-se potencialmente perigosa por n&o poder ser
identificada por meio de técnicas simples e rapidas. Os métodos existentes
para a analise de carboidratos em produtos lacteos, sdo baseados em
cromatografia liquida e gasosa, e tém como principal desvantagem de serem

trabalhosos ou demorados.



Produtos de baixo teor de lactose ou sem lactose tém sido
comercializado com éxito pela industria de laticinios, sendo estes destinados
a pessoas que possuem o problema de intolerancia a lactose que é
caracterizado por desconfortos gastrointestinais apés o consumo de produtos
com certa quantidade de lactose. Os produtos delactosados necessitam de
técnicas para certificar a eficiéncia do processo de hidrolise da lactose, para
garantir que o produto ndo vai causar mal-estar ao consumidor intolerante. A
técnica mais comum para a determinagao de lactose em leite em p6 tem sido
a HPLC. Outros métodos incluem titulacdo de oxirreducédo e determinacao
em espectrofotbmetro. Estas analises sdo caras ou muito trabalhosas,
exigindo um elevado grau de preparacdo das amostras, dificultando o uso
diario na industria para garantia da qualidade de leite em pé.

Nas ultimas décadas foram desenvolvidos métodos espectroscopicos
auxiliados por ferramentas quimiométricas para avaliar a qualidade dos
produtos lacteos. Apesar das inumeras aplicagcdes da espectroscopia Raman
para produtos lacteos, ainda s&o poucos os estudos sobre a qualidade do
leite em pé usando FT-Raman, que oferece algumas vantagens para a
caracterizagcao de alimentos quando comparada a outras técnicas. Para
exemplificar, temos que a espectroscopia Raman ndo €& uma técnica
destrutiva, ndo requer a preparacdo da amostra (poupando assim tempo e
reagentes) e pode determinar mais do que um componente de cada vez.

A utilizagao de espectroscopia de Raman foi descrita com sucesso na
caracterizagao de varios produtos alimentares, incluindo leite em pd, com
grande contribuicdo da quimiometria na analise dos espectros. O uso de
ferramentas quimiométricas baseiam-se principalmente em analises
exploratdrias, reconhecimento de padrdes e em analises discriminantes que
demonstram a possibilidade de processar e interpretar dados analiticos.

Neste estudo, um meétodo alternativo e rapido para a deteccao
qualitativa de maltodextrina em leite em pd e classificagdo das amostras
quanto ao teor de lactose foi desenvolvido empregando espectroscopia FT-

Raman e ferramentas quimiométricas.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVOS GERAIS

Determinar a presenca de maltodextrina nas amostras de leite em po6
por meio da espectroscopia FT-Raman e ferramentas quimiométricas.
Classificar as amostras de leite em pd quanto ao teor de lactose por

meio da espectroscopia FT-Raman e ferramentas quimiométricas.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Produzir amostras de leite com baixo teor de lactose por meio da
adicdo de enzima b-galactosidase.

Realizar a secagem do leite integral e do leite hidrolisado em spray
dryer escala piloto.

Adicionar maltodextrina ao leite em p¢ integral e leite em p6 com baixo
teor de lactose de forma a obter amostras com concentragdes
definidas de adulterante.

Obter os espectros vibracionais das amostras em Espectrémetro FT-
Raman.

Submeter os espectros Raman a um pré-processamento para
minimizar problemas relacionados a variagéo da linha base, melhorar
a relagao sinal ruido e permitir melhor visualizagado das bandas.
Aplicar a analise de componentes principais aos espectros pré-
tratados obtidos.

Aplicar a analise discriminante por minimos quadrados parciais aos
espectros pré-tratados obtidos.

Avaliar os modelos PLS-DA obtidos por meio da porcentagem de

classificagdes corretas, sensibilidade e especificidade.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. LEITEEMPO

Segundo o RIISPOA (BRASIL, 1952), o leite € definido como o produto
normal obtido pela ordenha completa e ininterrupta, em condi¢des de higiene,
de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas. Do ponto de vista fisico-
quimico, o leite € uma secre¢ao de pH préximo a neutralidade (6,50 a 6,70),
que se constitui uma emulsado de gorduras e agua, estabilizada por uma
dispersao coloidal de proteinas, em uma solugdo de sais, vitaminas,
peptideos, lactose, oligossacarideos, caseinas e outras proteinas. E
composto basicamente de cerca de 87,3 % de agua, 4,6 % de carboidratos,
3,9 % de gordura, 3,2 % de proteinas e 0,7 % de vitaminas e sais minerais,
sendo seu valor energético igual a 67 kcal / 100 g (WALSTRA, 2006).

O leite em po6 é definido como o produto obtido pela desidratagdao do
leite integral, desnatado ou parcialmente desnatado e apto para a
alimentagdo humana, mediante processos tecnologicamente adequados.
Pode ser classificado quanto ao teor de gordura, intensidade do tratamento
térmico, umectablidade e dispersibilidade (instantdneo ou n&o instantaneo).
Segundo consta na legislagao, deve ter aspecto uniforme, sem a presenca
de grumos ou substancias macro e microscopicamente visiveis, cor branca
amarelada, sabor e odor agradavel ndo rangoso, semelhante ao leite fluido
(BRASIL, 1997).

O leite em p6 deve conter somente as proteinas, agucares, gorduras
e outras substancias minerais do leite e nas mesmas proporg¢des relativas,
salvo quando ocorres modificagdes originadas por um processo
tecnologicamente adequado. Como aditivos sdo unicamente aceitos a
lecitina, utilizada como agente emulsionante na elaboragdo de leites
instantaneos, e alguns antiumectantes (silicato de aluminio, silicato de calcio,
fosfato tri célcico, didéxido de silicio, carbonato de calcio e carbonato de
magnésio), que sao restritos a leite em pd utilizado em maquinas de venda
automatica, todos estes com proporcdo maxima estabelecida (BRASIL,
1997).



O processo de secagem mais utilizado € o “spray-drying”. Este
processo é realizado basicamente em duas etapas: evaporagao da agua em
evaporadores a vacuo para obtencao de leite concentrado e secagem por
atomizacgao do concentrado em camara de secagem até obtengao do po. A
evaporagao a vacuo consiste na retirada de agua por meio do fornecimento
de energia na forma de calor ao leite sob uma presséao inferior a pressao
atmosférica. Este processo promove a evaporagao em temperaturas entre 40
°C e 75 °C, o que minimiza as modificagdes causadas aos constituintes
devido ao aquecimento. A evaporagdo a vacuo possibilita que o leite seja
concentrado a teores de solidos laticos entre 45 % e 55 %, com um custo
energético por quilograma de agua evaporada até vinte vezes inferior ao
processo de retirada de agua em spray dryer (SCHUCK et al., 2010).

A secagem por atomizagao consiste na remoc¢ao de parte da agua do
produto, permitindo armazenamento e conservacdo por mais tempo e a
reducao dos custos logisticos, sendo frequentemente a técnica mais utilizada
para desidratacdo de produtos lacteos (SCHUCK, 2002). E a operacdo mais
importante para conservagao de lacteos que possibilita a produgao de leite
ou soro em po a partir do leite ou soro, com perdas nutricionais minimas
(KNIPSCHILDT e ANDERSEN, 1994).

O principio da secagem de um liquido em “spray dryer’ consiste em
pulverizar o produto no interior de uma camara de secagem, na forma de
pequenas goticulas, em uma corrente de ar quente para obtengdo de um pé
(CARIC et al., 2009). Quando um produto é colocado em uma corrente de ar
com baixa umidade relativa e temperatura elevada (em média 200 °C),
espontaneamente é formada uma diferenca de temperatura e pressao parcial
da agua entre o alimento e o ar, consequentemente ocorrerd& uma
transferéncia de energia na forma de calor do ar para o produto e uma
transferéncia de agua do produto para o ar (SCHUCK et al., 2010).

A etapa de atomizacdo € de grande importancia na operagao de
secagem, na qual ocorre a formagao de goticulas a partir de um liquido,
aumentando a area de troca entre o produto e o ar quente (CALL e
SOLLOHUB, 2010). As principais funcbes da atomizacdo sao produzir
goticulas do produto com grande relagao superficie-massa, resultando em



elevada taxa de evaporacao e produzir particulas com tamanho, densidade
e forma desejadas (SCHUCK, 2009).

3.2. FRAUDES EM PRODUTOS LACTEOS

Devido a grande demanda e as variagdes de pregos que ocorrem com
as flutuacdes sazonais, o leite e seus derivados sao alvos de adulteracoes.
Essas adulteragbes sao praticadas com a adigdo de ingredientes nao
permitidos para reduzir os custos do produto final. O impacto econémico
provocado por esse tipo de fraude € a concorréncia desleal entre empresas,
prejudicando empresas seérias, principalmente nos casos de licitagdes
publicas, uma vez que o leite € largamente utilizado em programas sociais,
na merenda escolar, na suplementagéo alimentar de gestantes e nutrizes, e
na alimentagéo de convalescentes e idosos (VARGAS, 2009).

No Brasil, uma das fraudes mais praticadas é a adicao de soro de
queijo ao leite, porém outros adulterantes tém sido encontrados no leite,
como maltose, sacarose, amido, maltodextrina, hidroxido de sddio e perdxido
de hidrogénio. A faixa de fraude no leite varia de 20 a 25 %, onde o
consumidor nao percebe diferenca no sabor, mas pode chegar até 60 %
(BORIN et al., 2006).

Um aditivo comumente adicionado € o amido, um polissacarideo
formado por residuos de a-D-glicose, composto por duas macromoléculas, a
amilose e a amilopectina. O amido é adicionado para ajustar a densidade e
a crioscopia do leite adulterado com agua. Este produto € muito utilizado
pelas industrias alimenticias, sendo de baixo valor comercial e facil acesso
(ALMEIDA, 2011).

Um derivado do amido comumente utilizado em fraudes é a
maltodextrina, podendo ser adicionada no leite antes da secagem, ou
misturada ao p6. Maltodextrinas consistem de uma mistura de sacarideos
com uma ampla distribuicdo do peso molecular entre polissacarideos e
oligossacarideos e estao disponiveis no mercado na forma de pd, podendo
também ser encontrado como solug¢des concentradas (CHRONAKIS, 1998).

A maltodextrina é produzida pela hidrélise do amido (a-amilase) e possui uma



média de 5 a 10 unidades de glicose/molécula em sua estrutura, como pode
ser visto na Figura 1. (ROBIN et al., 1974).
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Figura 1 - Principais componentes estruturais da maltodextrina. Fonte:
Kennedy; Knill e Taylor (1995).

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento aprovou através
da IN 14 (BRASIL, 2007) o método para detecgao de maltodextrina em leite.
Trata-se de cromatografia em camada fina, aplicavel para identificacdo de
dissacarideos ou oligossacarideos. A cromatografia em camada fina,
utilizando solventes e reveladores apropriados, permite a identificacdo
eluindo-se as manchas na camada delgada e determinando

colorimetricamente a presencga ou auséncia de carboidratos de interesse.

3.3. PRODUTOS DE BAIXO TEOR DE LACTOSE

A lactose, carboidrato caracteristico do leite, € um dissacarideo

composto pelos monossacarideos galactose e glicose, unidos por ligagao



(1-4), € encontrada nas duas formas: alfa e beta. Estes dois isbmeros estao

representados na Figura 2.
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Figura 2 — Componentes estruturais da a-lactose e (-lactose.

Apesar de ser um acgucar, a lactose tem baixo poder adogante quando
se compara ao poder de dogura da frutose, sacarose, glicose e galactose. A
lactose é encontrada no leite em diferentes concentracbes dependendo da
espécie de mamifero: em 100 ml de leite de vaca estédo contidos 4,6 gramas,
enquanto na mesma quantidade de leite humano tem-se 6,8 gramas
(BACELAR JUNIOR, KASHIWABARA & NAKAOKA, 2013).

A lactose tem o mesmo peso molecular da sacarose da qual difere,
contudo, na configuragdo molecular, no poder edulcorante, na solubilidade e
no poder redutor. A lactose é cerca de dez vezes menos soluvel que a
sacarose (VALSECHI, 2001). Esta caracteristica pode causar cristalizagao e,
consequentemente, problemas tecnoldgicos durante o processamento de
alguns produtos na industria de laticinios. A lactose também apresenta um
baixo poder adogante. Isto faz da hidrdlise da lactose uma possibilidade
atrativa para a obtencdo de um xarope mais doce contendo glicose e
galactose (SANTOS, LADERO & GARCIA-OCHOA, 1998).



As intolerancias alimentares sao quaisquer respostas diferentes de
carater ndo imunolégico a um determinado alimento, e que também nao
tenham base psicologica. Elas podem resultar de diferentes tipos de
mecanismos etioldgicos e fisiopatoldgicos: ativadas pela acédo de toxinas e
agentes metabdlicos ou ainda algum tipo de erro metabdlico por deficiéncia
enzimatica. Dentre as intolerancias alimentares se destaca a intolerancia a
lactose, que atinge cerca de 75 % da populacdo mundial (BACELAR JUNIOR,
KASHIWABARA & NAKAOKA, 2013).

A intolerancia a lactose € a incapacidade de digerir lactose, principal
carboidrato do leite, resultado da deficiéncia ou auséncia da enzima intestinal
chamada B-galactosidase ou, simplesmente, lactase. Esta enzima possibilita
a quebra da molécula deste carboidrato em monossacarideos (galactose e
glicose), facilitando a sua absorcao pelo intestino. No Brasil, 58 milhdes de
pessoas apresentam alguma dificuldade em digerir a lactose pela deficiéncia
da enzima lactase no intestino (LONGO, 2006).

A B-galactosidase € uma enzima que se situa nas microvilosidades do
enterdcito (tipo de célula epitelial) que é responsavel pela hidrélise da lactose,
fonte de energia para microrganismos do coélon. Quando ocorre uma
deficiéncia desta enzima, a lactose € fermentada a acido lactico, metano
(CH4) e gas hidrogénio (Hz). Este gas produzido cria um desconforto por
distensao intestinal e pelo problema de flatuléncia (MORIOWAKI e MATIOLL,
2000). A industria de laticinios tem dado especial atengdo ao
desenvolvimento de produtos contendo baixo teor de lactose, visando
atender aos consumidores que apresentam ma absorg¢ao ou intolerancia a
lactose (LONGO, 2006).

O leite com teor reduzido de lactose pode apresentar um decréscimo
aproximado de até 95 % no teor de lactose total (CUNHA e SOARES, 2007).
Produtos lacteos que apresentam teores reduzidos de lactose enquadram-se
no regulamento técnico referente as informagdes sobre alimentos para fins
especiais, que podem ser definidos como “formulag¢des ou processados, nos
quais se introduzem modificagées no conteudo de nutrientes, adequados a
utilizagdo em dietas, diferenciadas ou opcionais, atendendo as necessidades
das pessoas em condigbes metabdlicas e fisiologicas especiais” (BRASIL,
1998).



O uso da enzima [-galactosidase para hidrolisar a lactose em produtos
lacteos € a principal alternativa para os consumidores que sdo intolerantes a
lactose. Geralmente a B-galactosidase pode ser adicionada em quantidade
indicada pelo fornecedor. A temperatura 6tima é de até 40 °C, mas esta
temperatura é ideal para proliferagdo de microrganismos patogénicos no
leite. Portanto o tempo de reacéo ndo deve ultrapassar 4 horas (KOCIAN,
1988; PROZYN, 2004).

O método baseado na depressao do ponto de congelamento s6 é
valido para verificar a hidrélise da lactose e fornece um valor aproximado de
teor de lactose, ndo se aplicando para determinar o teor de lactose de um
produto acabado. Para garantir a auséncia de lactose em um produto séo
indicados os métodos baseados em cromatografia, especialmente HPLC
(ZHANG, CAO & YE, 2011).

3.4. ESPECTROSCOPIA RAMAN

A interacéo da radiagao eletromagnética com os eletros e nucleos das
moléculas ddo origem a uma série de técnicas espectroscépicas, baseadas
na absorgcdo, emissao e nos processos de espalhamento. Estas técnicas
oferecem a possibilidade de obter informagdes sobre a estrutura molecular,
niveis de energia, ligagdes quimicas, identificagdo e quantificacdo de
elementos quimicos e moléculas (SALA, 2008).

A técnica de espectroscopia Raman € uma das técnicas oOpticas que
despontam na literatura como ferramenta de analise dos componentes
moleculares de diferentes materiais. Por ser de natureza vibracional,
apresenta como caracteristica espectros de emissdao com bandas estreitas
em posi¢gdes correspondentes as vibragdes das ligagdes nas moléculas
presentes na amostra. Pode ser considerada uma “impressao digital” da
molécula fornecendo informacgdes que nenhuma outra técnica optica é capaz
de fornecer (SILVEIRA, 2008).

As técnicas espectroscopicas vém sendo aplicadas em amostras
sélidas, liquidas e em alguns gases, dentre materiais organicos e

inorganicos. Esta técnica fornece informagdes importantes sobre a estrutura
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das moléculas e sobre a interagdo com moléculas vizinhas, podendo deste
modo ser utilizada na identificagdo de moléculas presentes em um composto,
e assim fornecer uma analise qualitativa e quantitativa de sua composicéo
(ALCANTARA, 2002).

O efeito Raman que ocorre nesta espectroscopia € fundamentado
basicamente na troca de energia entre luz (radiacdo eletromagnética)
incidente e a matéria irradiada. Quando uma molécula é irradiada por uma
radiacao eletromagnética, esta radiagdo pode ser absorvida ou espalhada
(SALA, 2008). Em Raman, o que ¢é estudado € a radiagdo espalhada pela
matéria. Este espalhamento pode ser da mesma frequéncia da radiagao
incidente, o que € denominado espalhamento elastico, ou pode sofrer uma
mudanca na frequéncia em relagao a radiagao incidente, o que é chamado
espalhamento inelastico. O efeito Raman é definido como espalhamento
inelastico de radiacéo eletromagnética monocromatica que interage com as
moléculas. Sendo assim, a frequéncia de radiacao espalhada é diferente da
radiacao incidente (RAMAN e KRISHNAN, 1928).

O espectro Raman de uma determinada molécula consiste em uma
série de picos ou faixas, correspondendo cada um ao modo vibracional
caracteristico daquela molécula. Portanto, cada molécula apresenta um
espectro Raman caracteristico fornecendo a “impressao digital” de uma
substancia. Sua composi¢ao molecular pode ser determinada, possibilitando
caracterizar a variagao interatdmica estrutural das moléculas presentes nos
materiais avaliados (SOCRATES, 2004).

Os espectros Raman sao obtidos irradiando-se uma amostra com uma
fonte de radiacado eletromagnética no visivel ou no infravermelho préximo.
Durante a irradiacao, o espectro da radiagao espalhada de modo inelastico é
medido em um espectrometro adequado e corresponde tipicamente entre
10° a 10° de todo espalhamento observado, sendo que a maioria do
espalhamento se da de modo elastico, e por essa razao fica dificil observar
o espalhamento Raman sem uma intensa fonte de excitagdo monocromatica
e um detector sensivel (ANGEL et al., 1995).

A quantidade e a qualidade das informagbes que podem ser extraidas
de um espectro dependem de alguns fatores: caracteristicas da fonte de

radiacao utilizada para excitar as amostras, dentre estes fatores destacam-
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se a poténcia e o comprimento de onda do laser; da forma de coleta do sinal
proveniente da amostra apds a interagdo, como tempo de aquisi¢ao;
resolucao temporal ou espectral do instrumento de dispersao (espectrografo)
utilizado, e do tipo e sensibilidade do detector do sinal, além das propriedades
fisicas e coeficiente de espalhamento da amostra em analise (AFSETH;
WOLD & SEGTNAN, 2006; ALCANTARA, 2002).

No caso, FT (Fourier transform ou transformada de Fourier)
caracteriza-se pela substituicdo das convencionais redes de difragdo por
espelhos refletores (interferdmetro de Michelson) para separar os feixes e
conduzi-los ao detector. Isto gera um interferograma, que apesar de conter
toda a informacéao fornecida pelo espectrémetro sob um dado conjunto de
condicbes, ndo se apresenta de uma forma util para o operador. Essa
informacao é convertida em espectro, relacionando-se as intensidades com
as respectivas frequéncias, através da transformada de Fourier (FACAO,
1999). O interferograma é, portanto, formado pela soma de todas as ondas
de diferentes amplitudes e frequéncias que chegam ao interferbmetro e
possui todas as informagdes espectrais da amostra. Apresenta como
principais vantagens uma maior relagdo sinal/ruido, melhor precisédo e
exatiddao em termos de comprimento de onda e o fato de todos os sinais da
fonte alcancam o detector simultaneamente, tornando possivel a obtencao
de todo o espectro de uma so6 vez e, com essa economia de tempo, sendo
possivel aumentar o numero de varreduras (“scans”) para maximizar a razao
sinal/ruido (LUZ, 2003)

Schulz e Baranska, (2007) demonstraram a possibilidade de utilizagcao
de técnicas vibracionais (particularmente a FT-Raman e espectroscopia no
infravermelho) como ferramentas Uteis para a elucidacdo da estrutura
quimica e controle de qualidade de produtos em diversas aplicacbes
industriais, como por exemplo detec¢ao de compostos que evidenciem fraude
em um produto, apresentando como principais vantagens em relagcdo a
outras técnicas o fato de nao ser destrutiva, ndo necessitar de preparo ou
tratamento para a amostra e rapida obtencao dos resultados, sendo a maioria
dos estudos em associagdo com ferramentas quimiométricas.

A técnica de espectroscopia Raman, restrita por um longo tempo a

investigacao académica, aos poucos desponta como uma técnica inovadora
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na area de controle de qualidade. O objetivo final é utilizar a técnica como
controle de qualidade “in line” e “at line”, possibilitando conhecimento das
caracteristicas da amostra durante o processamento industrial (OLSEN et al.,
2007).

3.5. FERRAMENTAS QUIMIOMETRICAS

A quimiometria utiliza métodos matematicos e estatisticos para a
andlise de dados multivariados com o objetivo de extrair informacao,
melhorar e otimizar medidas de processos quimicos. Nos dados
multivariados, diversas variaveis sao analisadas simultaneamente. O uso das
ferramentas quimiométricas tornou possivel o processamento e interpretacao
de dados que antes seriam impossiveis de serem analisados, isso se deve
ao aumento da capacidade de processamento dos computadores, da
instrumentagcdo analitica e da habilidade de adquirir dados rapidamente
(BARROS NETO et al., 2006).

Para utilizacdo das ferramentas quimiométricas os dados quimicos
sao, geralmente, arranjados na forma de tabelas ou matrizes de dados, as
linhas representam as amostras e as colunas referem-se as variaveis
(exemplo, intensidade Raman em diferentes numeros de onda). Durante uma
analise, uma grande quantidade de dados pode ser obtida. Espectros Raman
coletados para 45 amostras na faixa de 3500 a 50 cm™' com resolugédo de 4
cm™' compdem uma matriz de dados de dimensdes 45 x 1790 = 80550
numeros. Desta forma, se faz necessaria uma maneira de extrair informacgdes
importantes de matrizes de dados com tais dimensbes. Dentre as
ferramentas quimiométricas mais utilizadas estao a calibragdao multivariada e
reconhecimento de padrdes, onde destacam se os métodos de analise de
componentes principais (PCA, do inglés, principal component analysis) e
analise discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA, do inglés,
partial least squares discriminant analysis) (ALMEIDA, 2011).

Os métodos de reconhecimento de padrbes permitem identificar

similaridades e diferengas nas propriedades das amostras e/ou variaveis e
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classifica-las de acordo com tais caracteristicas. O objetivo do
reconhecimento de padrbes é extrair a informacéo util de um conjunto de
dados complexos. Existem varias ferramentas disponiveis para conseguir
informacgao de um conjunto de dados, estas sédo divididas em dois segmentos:
treinamento nao-supervisionado e supervisionado. Os treinamentos nao-
supervisionados sdo métodos que nao requerem nenhuma suposigao inicial
sobre a estrutura dos dados, o objetivo é encontrar agrupamentos naturais.
A analise por componentes principais € um dos métodos mais utilizados e
difundidos para esse tipo de estudo (BRERETON, 2003).

Os métodos supervisionados sao aqueles que necessitam de alguma
suposicao inicial sobre o sistema em estudo, sdo empregados para prever se
uma amostra pertence a uma determinada classe previamente estabelecida,
exemplo: SIMCA (do inglés, soft independent modeling of class analogy) e
mais recente a analise discriminante por minimos quadrados parciais
(BARKER e RAYENS, 2003).

O objetivo da PCA é transformar grandes matrizes de dados em
matrizes menores que podem ser facilmente interpretadas, permitindo extrair
o maximo de informagéo. A PCA converte as informagdes obtidas em graficos
que mostram a relagado entre as amostras e entre as variaveis do sistema em
estudo. Para representacao de duas ou trés variaveis € possivel representar
as amostras graficamente sem a utilizagao da PCA, mas acima de 3 variaveis
torna-se necessario o uso da ferramenta quimiométrica para obter a
correlagdo entre as variaveis e as amostras (RIBEIRO, 2007).

Geometricamente a PCA pode ser definida como uma técnica de
projecao, na qual a matriz X & projetada num subespaco de dimensdes
reduzidas. A PCA faz uma decomposicao da matriz de dados em termos da
soma de varias matrizes de posto 1, na qual posto significa um numero que
expressa a dimensionalidade da matriz. O novo conjunto de variaveis € a
combinacgao linear das variaveis originais. A PCA tenta agrupar aquelas
variaveis que estao altamente correlacionadas numa nova variavel chamada
de componente principal. Usualmente a grande fragdo da variancia € descrita
nos primeiros componentes principais, sendo possivel visualizar os dados
pelo grafico dos escores de um componente contra o outro. O grafico de

escores mostra similaridade e as diferengas entre as amostras e o grafico
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dos pesos mostra a contribuigdo de cada variavel original para o modelo das
componentes principais (SENA et al., 2000).

A PLS-DA é uma técnica que combina as propriedades da regressao
por minimos quadrados parciais com o poder de uma técnica de
classificagdo. A principal vantagem dos modelos PLS-DA é que as principais
fontes de variabilidade dos dados sdo modeladas pelas variaveis latentes e
seus escores e pesos associados, permitindo a visualizagao e entendimento
de diferentes padrées e associacoes dos dados. Para a determinagdo do
numero correto de variaveis latentes, o método mais utilizado consiste na
validacdo cruzada, onde cada amostra de um conjunto de dados é utilizada
para validacao, o processo é repetido até que todas as amostras tenham sido
retiradas e testadas (BARKER e RAYENS, 2003).

A PLS-DA segue o mesmo principio do PLS, neste método a variavel
simulada (matriz Y) descreve a classe da amostra empregando valores zero
ou um. A classe de uma nova amostra € determinada através do valor
previsto (0 ou 1) pelo PLS-DA. Os valores previstos pelo modelo PLS-DA sao
zero e um; entretanto, observa-se que os valores se aproximam destes. E
calculado um valor limite entre os valores previstos, onde amostras acima
deste valor indicam que estas pertencem a classe modelada (RIBEIRO,
SALVA & FERREIRA, 2010).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. FABRICAGCAO DAS AMOSTRAS

O leite utilizado neste trabalho foi obtido de um laticinio localizado na
cidade de Vigosa — MG, onde foi submetido ao tratamento térmico de
pasteurizagéo (75 °C / 15 s) e permaneceu estocado a 4 °C em camara fria
até sua utilizagdo. Para a fabricagdo das amostras de leite em pé integral, o
leite foi retirado da camara fria e entdo procedeu-se a secagem em “spray
dryer”. Para as amostras com baixo teor de lactose, o leite foi retirado da
camara fria e aquecido até a temperatura de 38 °C, temperatura 6tima de
atuacao da enzima [B-galactosidase (GODO-YNL2, DANISCO) utilizada. A
enzima foi adicionada na concentragao de 0.8 gramas por litro de produto,
sendo a % de hidrélise acompanhada por crioscopia (Crioscopio ITR MK540),
por meio da equacao [1] descrita abaixo (MOREIRA et al., 2009).

GH = (350,877 x Crioscopia final) — (Crioscopia Inicial)/0,00285) (1)

A meta de hidrélise foi estabelecida em 90%, sendo alcangada com
tempo médio de 4 horas para as amostras. Apos esta etapa o leite foi entao
submetido a secagem em spray.

Para ambos os tratamentos utilizou-se o Spray dryer (modelo MSD
1.0, Marca LM Brasil) em escala piloto. Os parametros de secagem foram em
média 160 °C de temperatura do ar de secagem, 90 °C de temperatura do ar
de saida e 0.8 L / h de fluxo de produto. Ao final da secagem para cada
amostra, todo o po6 foi coletado do equipamento, embalado e estocado a
temperatura controlada de 25 °C e ao abrigo da luz, a fim de minimizar a
velocidade de reagdes quimicas, como reacdes de Maillard e oxidagcao de
lipidios.

Para a obtencado das amostras adulteradas, foram escolhidas ao acaso
amostras de leite em po integral e leite em p6é com baixo teor de lactose. A
fraude ocorreu pela mistura de maltodextrina (Globe Plus Maltodextrin 10 DE,

Ingredion) diretamente aos pds, variando a concentragcdo do adulterante
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entre 2.5 e 50 %. Cada componente foi pesado usando uma balanga analitica

(Shimazdu AX200), sendo a amostra resultante homogeneizada utilizando

almofariz e pistilo de agata. Os pos foram embalados e estocados no

ambiente controlado e permaneceram em média 5 dias até serem analisados

por meio da espectroscopia. A Figura 3 mostra o fluxograma de fabricagao
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Figura 3 — Fluxograma de fabricagdo das amostras.

Foram produzidas 24 amostras de leite em p¢ integral, das quais 13

foram adulteradas com maltodextrina, e 21 amostras de leite em p6 com

baixo teor de lactose, onde 12 foram adulteradas, totalizando 45 amostras

(com conteudo de 200 gramas em média para cada amostra) divididas em 4

tratamentos. Na Tabela 1 encontram-se a identificacdo e a composicao de

cada amostra.
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Tabela 1 — /dentificagcdo das amostras analisadas e quanto ao conteudo de
lactose e teor de maltodextrina

Amostra Tipo Maltodextrina Amostra Tipo Maltodextrina

1 Leite em pé N3o 24 Leite em po 50,00/
comum comum

2 Leite em pd N3o 25 Leite em po N3o
comum delactosado

3 Leite em pd N3o 26 Leite em po N3o
comum delactosado

a Leite em pd N3o 27 Leite em po N3o
comum delactosado

5 Leite em pd N3o 28 Leite em po N3o
comum delactosado

6 Leite em pd N3o 29 Leite em po N3o
comum delactosado

7 Leite em po N30 30 Leite em po N3o
comum delactosado

8 Leite em po N3o 31 Leite em po N3o
comum delactosado

9 Leite em pd N3o 32 Leite em po N3o
comum delactosado

10 Leite em pé N3o 33 Leite em po N3o
comum delactosado

11 Leite em pd N30 34 Leite em po 250/
comum delactosado

12 Leite em pd 250/ 35 Leite em po 5,00/
comum delactosado

13 Leite em pd 5,00/ 36 Leite em po 750/
comum delactosado

14 Leite em pd 750/ 37 Leite em po 10,00/
comum delactosado

15 Leite em pd 10,00/ 38 Leite em po 15,00/
comum delactosado

16 Leite em pd 12,50/ 39 Leite em po 20,00/
comum delactosado

17 Leite em pd 15,00/ 40 Leite em po 2500/
comum delactosado

18 Leite em pd 20,00/ a1 Leite em pd 30,00/
comum delactosado

19 Leite em po 25,00/ 42 Leite em pd 35,00/
comum delactosado

20 Leite em pd 30,00/ 43 Leite em po 40,00/
comum delactosado

21 Leite em pé 35,00/ a4 Leite em po 45,00/
comum delactosado

22 Leite em pd 40,00/ 45 Leite em pd 50,00/
comum delactosado

23 Leite em po 45,00/
comum
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4.2. OBTENGCAO DOS ESPECTROS RAMAN

Os espectros Raman das amostras foram obtidos em um
espectrometro RFS 100 FT-Raman (Bruker), demonstrado na Figura 4,
equipado com detector de Ge, refrigerado com nitrogénio liquido e linha de
excitacdo em 1064 nm, empregando laser Nd:YAG. A poténcia do laser deste
equipamento é de no maximo 500 mW, podendo ser eletronicamente
ajustada para cada tipo de amostra a ser estudada. Neste trabalho, a
poténcia de saida foi ajustada em 60 mW. Esta poténcia foi escolhida para
que o sinal Raman obtido fosse o mais intenso sem que houvesse

aquecimento ou degradacdo das amostras. As medidas foram feitas com

resolugdo de 4 cm™, faixa espectral de 3500 a 50 cm™" e 512 acumulagdes,

1

com um tempo de analise de aproximadamente 15 minutos.

Figura 4 — Espectrometro RFS 100 FT-Raman (Bruker).

Em todos os espectros obtidos, as amostras n&do passaram por
nenhum preparo prévio, sendo levadas diretamente da embalagem ao porta
amostras do equipamento com o auxilio de uma espatula. Para a obtencéo

dos espectros foram utilizados menos que 1 grama de cada amostra. Ao
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término de cada analise, a amostra foi recolocada na devida embalagem.
Entre cada analise o porta amostras foi limpo com alcool 70 °GL e papel.

Foi utilizado o software Opus 6.0 (Bruker Optik Ettlingen, Alemanha)
para a aquisi¢cao dos dados espectrais.

Além dos espectros de todas as amostras, foi obtido o espectro da
amostra de maltodextrina pura, em duplicata, para fins de comparacéo e

composicao da base de dados, totalizando 47 espectros.

4.3. PRE-TRATAMENTO DOS ESPECTROS

Para a aplicagdo dos métodos multivariados utilizou-se o software
MATLAB 7.5. Primeiramente os espectros Raman foram dispostos em forma
de matriz em uma planilha, onde as linhas representam as amostras e as
colunas exibem a intensidade Raman em cada numero de onda, como
mostrado na Figura 5. Antes da realizagdo de qualquer analise os espectros

foram normalizados conforme a equacéo [2] abaixo:

Intensidade Raman (u. a.)

Xi
Xinorm = Tn |x | (2)
Jj=1 1"*L]
1790 variaveis
. * ¥ v v %
0,06 - N
©
g
7]
0,04 o
=
0,02 /I. i
NV 4 ¥
000~ T l"“"*‘ T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Figura 5 — Organizagdo dos dados multivariados em uma matriz a partir do
espectro Raman. Fonte: Almeida (2010).
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Obteve-se a segunda derivada dos espectros usando o algoritmo de
suavizagao Savitzky-Golay (1964) com uma janela de 15 pontos e polinémio
de segunda ordem. As derivadas s&o muito uteis para melhorar a resolugao
visual dos picos, entretanto, podem aumentar os ruidos. Dessa forma, o
algoritmo foi aplicado para suavizar e melhorar a relagao sinal/ruido apos
derivagdo. Os dados foram centrados na média, ou seja, cada valor da

variavel foi subtraido pela média das variaveis (Equacao 3):

X(i,j)em = Xi,j — Xj 3)
4.4. ANALISE MULTIVARIADA

A analise exploratéria dos dados foi feita através da PCA, onde o
numero de componentes principais foi decidido pela analise do grafico de
autovalores versus o numero de PC’s (componentes principais). A PCA foi
empregada para o conjunto total de amostras com o objetivo de averiguar se
as mesmas se dividiriam em grupos distintos de acordo com os tratamentos
aplicados as amostras.

Foram realizados dois tratamentos supervisionados distintos entre si
feitos por meio de PLS-DA no conjunto total de amostras, o primeiro com o
objetivo de classificar as amostras quanto a presencga ou auséncia de lactose
e 0 segundo com o objetivo de classificar as amostras quanto a presenga ou
auséncia do adulterante.

Para o primeiro modelo PLS-DA, os dados espectrais foram
aleatoriamente subdivididos em dois grupos: treinamento (dois tergos das
amostras) e avaliagdo (um terco das amostras). Para cada grupo de
amostras, foi criada uma matriz ficticia contendo o valor 0 nas linhas
correspondentes as amostras com baixo teor de lactose e 1 nas linhas
correspondentes as amostras com teor normal de lactose.

Para o segundo modelo PLS-DA o conjunto de dados foi subdividido
novamente em 2 grupos de forma totalmente independente em relagéo ao

outro modelo. Procedeu-se da mesma forma, porém na matriz ficticia utilizou-
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se o valor 0 para as amostras sem a presenca de adulterante e 1 para as
amostras fraudadas.
O numero de variaveis latentes foi calculado por meio da validagao

cruzada, pelo método “leave one out”.

4.5. AVALIACAO DOS MODELOS

O desempenho dos modelos PLS-DA foi avaliada em termos da
classificagdo correta das amostras (quantidade de predi¢gdes corretas em
relacdo ao total de amostras), sensibilidade (capacidade do modelo em
reconhecer as amostras de uma determinada classe como pertencentes a
esta classe) e especificidade (capacidade de reconhecer as amostras que
nao pertencem a determinada classe como nao pertencentes a esta classe),
de acordo com Alviarez-Guerra et al. (2010), sendo estes dois ultimos
parametros obtidos pelo ponto de corte na curva ROC (LOPEZ et al., 2014),
fornecida pelo software MATLAB.

Neste tipo de avaliagdo, sdo obtidas curvas de sensibilidade e
especificidade para a classificagdo das amostras com base no valor do limiar
de classificagao. A determinagao deste valor limiar esta relacionada ao poder
de classificagdo do modelo em estudo e pode ser feita de modo a obter maior
sensibilidade, maior especificidade, maior taxa de classificagao ou equilibrio
entre os valores. Neste trabalho, foi adotado o valor médio entre as variaveis
dependentes da matriz ficticia (0 ou 1), proximo de 0,5, que é valor limite

adotado pelos modelos para a distingéo das classes.
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Intensidade Raman (u. a.)

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. ANALISE QUALITATIVA DOS ESPECTROS OBTIDOS

5.1.1. Caracterizagado quanto a presencga de maltodextrina

O espectro Raman de maltodextrina pura, leite em po integral, e leite

em po adicionado de maltodextrina (10, 30, e 50 %), identificados pelos

numeros 1, 15, 20 e 24 sdo mostrados na Figura 6.
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Figura 6 — Espectros FT-Raman de leite em po6 (A), leite em p6 com 10% (B),
30% (C) e 50% de adigcdo de maltodextrina (D), assim como o espectro de
maltodextrina pura (E).

A maltodextrina € um resultado da hidrélise do amido, e assim seu
espectro € muito préximo do espectro das moléculas de amilose e
amilopectina. As bandas principais deste agente adulterante estdo na regiao
entre 1400 e 400 cm™', que corresponde a deformagdes endo e exociclicas
(GELDER et al. 2007). A maioria destas bandas sdo devido a vibragbes

envolvendo atomos de hidrogénio. Na regido entre 1400 e 1380 cm™ é
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possivel observar o acoplamento dos modos de deformacdo de C-C-H e
C-0-H, enquanto a regi&o entre 1340 e 1200 cm-! contém contribuigbes de
outros modos de vibragdo, tais como estiramentos de C-O e C-C e
deformagdes de C-C-H, C-O-H, e C-C-H (ALMEIDA et al., 2010).

De acordo com Berzerdjeb et al. (2007), a regido de 1200 a 800 cm-’
€ bem caracteristica de estiramentos de C-O e C-C e deformacéo de C-O-C,
referindo-se a ligacao glicosidica; Esta regido € também conhecida como a
impressao digital desse tipo de ligagao, ou regido anomérica (NIKONENKO
et al., 2005, YANG e ZHANG, 2009, e BARANSKA et al., 2005). Na regiao
anomérica pode-se ver a distingdo entre as configuragbes a e B das
moléculas de um polissacarideo.

As vibragbes na regido de 800 — 400 cm™' sdo, em geral, devido a
deformagbes de C-C-O e C-C-C, e nesta regiao pode-se observar um
acoplamento muito forte relacionado com deformagdes estruturais do anel
glicosidico (GELDER et al., 2007).

A banda intensa 475 e 485 cm' tem sido utilizado como um marcador
para identificar a presenga de amido em diferentes amostras, bem como para
caracterizar amilose, amilopectina e polissacarideos que sao constituintes ou
derivados de amido (KIZIL, IRUDAYARAJ & SEETHARAMAN, 2002), como
€ 0 caso da maltodextrina.

Modificagdes nas intensidades relativas destas regides dos espectros
de leite em p6 sao indicativos de mudanca no conteudo de carboidratos, que
pode ser associada com a presenca de maltodextrina.

Através da comparagao dos espectros Raman do leite em pé integral
com a amostra contendo 10 % de maltodextrina, foi possivel identificar
alteracbes minimas no perfil do espectro da amostra adulterada,
especificamente nas intensidades das bandas relacionadas com a presenca
de maltodextrina, 940, 856 e 481 cm'. Além disso, os aumentos no contetido
de maltodextrina levou a uma alteracado dos espectros de leite em pd, como
foi observado na amostra contendo 30 % adulterante. Nas amostras com
teores de maltodextrina menores que 10 %, com 2,5 %, 5,0 % e 7,5 % as
mudancas espectrais sao foram percebidas, necessitando do auxilio de uma

analise exploratéria ou discriminante para classifica-las.
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Como mostrado na Figura 6, a presenca de, pelo menos, 10 % de
maltodextrina no leite em pd provocou alteragcbes no perfil espectral
principalmente nas regides que contém os modos vibracionais que sao
caracteristicos da maltodextrina. Observa-se, portanto, que é possivel
identificar rapidamente a presenca de maltodextrina sem qualquer
preparacdo da amostra, o que € muito util para a analise de campo, porém
as alteragbes espectrais s6 foram significativas a ponto de identificar um
adulterante quando a concentragdo do mesmo estava acima de 10 %, o que
torna necessario o uso de ferramentas quimiométricas para confirmar

possiveis fraudes, principalmente em concentracdes menores do adulterante.

5.1.2. Caracterizagao quanto a presenca de lactose

O espectro Raman do leite em p6 e do leite em pd com baixo teor de
lactose, identificadas como amostras 1 e 25, sdo mostrados na Figura 7, e as
principais bandas vibracionais estao listadas na Tabela 2 com as suas
respectivas tentativas de atribuicdo com base em comparagdes com dados

da literatura.
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Figura 7 — Espectros FT-Raman de leite em po6 (A) e leite em p6 com baixo
teor de lactose (B).
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Tabela 2 — Principais numeros de onda e suas respectivas tentativas de
atribuicéo (Almeida et al., 2011; Chien-Ju, Lupoi & Smith, 2011; McGoverin

et al., 2010.)
Banda Banda
Raman Tentativa de atribuigao Raman Tentativa de atribuigcao
(cm™) (cm)
357 w Lactose 1082 m v (C-0)+v(C-C)+0(C-O-H)
424 w Glucose 1121 m v (C-0)+v (C-C)+ 5 (C-O-H)
445 w 0 (C-C-C)+71(C-0) 1262 m vy (CH2)
525 w Glucose 1303 m T1(CH2)
598 w & (C-C-C)+71(C-0) 1340 m d (C-H); v (C-0)
645 w 0 (C-C-0O) 1442 s O (CHy)
711 w v (C-S) 1555 w & (N-H); v (C-N) Amide I
763 w 0 (C-C-0O) 1654 m v (C=0) Amide I; v (C=C)
877 m 0§ (C-C-H)+d (C-0-C) 1745 w v (C=0)ester
950 m J(C-O-C)+d(C-O-H)+v(C-0O) 2853 s vs(CHy)
1005 m Ring-breathing (phenylalanine) 2900 vs vs(CHs)
1065 m v (C-0O)+v (C-C)+d(C-O-H) 2927 vs  Vass (CH2)

Vs — very strong; s — Strong; m — Medium; w — Weak.

Na regido compreendida entre 3100 e 2800 cm™', a presenca de
bandas caracteristicas de estiramento de C-H pode ser observada. Este tipo
de modulo vibracional esta relacionado com o teor de lipidios e carboidratos
nas amostras (ALMEIDA et al., 2011).

A banda localizada em 1500 cm™ no espectro de leite em pd foi
atribuida ao modo de amida Il, tendo contribuicdes da deformacao de N-H e
do estiramento de C=N (MOROS, GARRIGUES & GUARDA, 2007). A
presenca da banda intensa a 1450 cm™! (relacionado com a deformagéo de
CHz2) foi observada nos dois tipos de leite devido principalmente aos modos
vibracionais de gordura e hidrocarbonetos presentes (ZHOU et al., 2006).

Os espectros dos dois tipos de leite apresentaram uma banda a 1260
cm', o que foi atribuido a torgdo em CH: de carboidratos. A faixa espectral
compreendida entre os 1200 e os 800 cm™' foi dominada pelos modos de
vibracao caracteristicos de carboidratos. Os principais modos vibracionais
presentes foram atribuidos ao estiramento C-O e deformagdes de C-C e
C-O-H (1120 — 1064 cm™"), bem como a deformagéo de C-O-C (950 — 870

cm™).
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Escores PC 2 (14.24%)

As bandas que foram mais uteis para identificar o leite em po integral
foram as de 2852, 1086 e 357 cm™, que s3o relacionadas a presenca de
lactose. Para amostras de baixo teor de lactose, além da diminuicido da
intensidade das bandas relacionadas com a presencga de lactose, verifica-se
a presenga de bandas a 2866, 1103, 525, e 424 cm™, das quais
principalmente as bandas 525 e 424 cm™' est&o relacionados para a presenca
de glicose (CHIEN-JU, LUPOI & SMITH, 2011).

5.2. ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS

A fim de verificar se as amostras apresentaram espectros Raman com
as mesmas caracteristicas de acordo com a sua classificagao, foi realizada
uma analise exploratoria empregando PCA, cujos escores estao
representados na Figura 8.
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Figura 8 — Grafico de escores de PC1 versus PC2 das amostras de leite em
po @A), leite em p6é com maltodextrina (M), leite em p6 com baixo teor de
lactose ( V) e leite em po com baixo teor de lactose adicionado de
maltodextrina (V).
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A PCA esta representada para os dois primeiros componentes

principais, responsaveis por 85,83 % da informacao original.

As principais variaveis que foram responsaveis pela diferenciagao das

amostras podem ser observadas no grafico de loadings, ou simplesmente

pesos para cada variavel dentro de cada componente principal. Os pesos da

PCA obtida se encontram na Figura 9.
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Figura 9 — Gréafico de Loadings / Pesos de PC1 e PC2 versus Numero de

onda para as amostras.

E possivel verificar a separacdo de dois grupos, onde o grupo A

contém a maioria das amostras de leite em poé integral ndo adulteradas, e o

grupo B contém a maioria das amostras com baixa lactose nao adulteradas.
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E possivel observar uma dispersdo das amostras adulteradas em relacéo as
amostras normais, onde as amostras com maiores concentracbes de
maltodextrina se distanciam em relagao aos dois eixos principais.

E importante notar que as bandas em 940 e 482 cm-1, atribuidas &
presenca de maltodextrina em amostras de leite em po, tiveram as maiores
pontuagbes no PC1 e foram as variaveis mais importantes para a
discriminagao dos grupos. De acordo com as pontuag¢des do PC2, as bandas
1086 e 507 cm-1, relacionados com a presenca de lactose, eram mais
responsaveis pela separagao de amostras com lactose, enquanto que as
bandas a 525 e 426 cm-1 relacionada com a presenca de glucose, foram
responsaveis por agrupar as amostras de baixa lactose.

Porém nota-se que os grupos formados nao estdo perfeitamente
definidos. Principalmente em relagao a detecgao de fraude, percebe-se que
as amostras com as menores concentragcdes de maltodextrina se confundem
com amostras ndo adulteradas, o que demonstra a necessidade de um
método de classificacdo supervisionada para melhor discriminagao das
amostras, visto que a PCA nao foi suficiente para tomar uma decisao quanto

a natureza de todas as amostras.

5.3. ANALISE DISCRIMINATORIA COM O METODO DOS
MINIMOS QUADRADOS PARCIAIS

5.3.1. Classificagao das amostras adulteradas

A fim de verificar a formagdo de padrdes entre as amostras
adulteradas e ndo adulteradas, foi realizada uma analise discriminante. Nesta
abordagem quimiométrica, PCA e PLS-DA foram usadas porque, na
concepgdo de um sistema para ser usado por operadores nao
especializados, & necessario fornecer um algoritmo de classificacao para as
amostras. Antes da analise, uma matriz de dados foi construida, constituida
de 45 linhas (45 amostras) e 1790 colunas (1790 pontos de dados, entre 3500
e 50 cm™) e pré-tratadas tal como descrito na segdo Material e métodos.

PLS-DA foi usado para obter uma melhor discriminacdo entre os

espectros Raman das amostras de leite em pé sem a adi¢cao de maltodextrina
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e das amostras adulteradas. As amostras utilizadas para a constru¢ao deste
modelo PLS-DA foram as mesmas utilizadas no modelo de PCA. Para um
total de 45 amostras (20 amostras ndo adulteradas e 25 amostras
adulteradas, com conteudo de maltodextrina variando de 2,5 a 50 %), foi
utilizada a gama espectral completa (3500 — 50 cm™'). O conjunto de dados
resultante obtido pela validacdo cruzada utilizando seis variaveis latentes
(LV) foi, entdo, dividido aleatoriamente em grupos; treinamento (14 amostras
nao adulteradas e 16 amostras adulteradas) e avaliacdo (6 amostras nao
adulteradas e 9 amostras adulteradas). Os resultados do modelo PLS-DA sao

mostrados na Figura 10.
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Figura 10 — Resultados do modelo PLS-DA para treinamento, mostrando
as amostras sem fraude ( O) e amostras adulteradas ( O); Resultados
para avaliagdo, mostrando as amostras sem fraude ( ®) e amostras
adulteradas (V).

Os valores previstos do modelo PLS-DA foram 0 para amostras nao
adulteradas e 1 para as amostras adulteradas. Como pode ser visto na Figura
12, os valores experimentais foram em torno de 0 ou 1; assim um valor limite
entre os valores previstos foi calculado. O valor limite utilizado na
classificacao foi de 0,555. Como resultado, as amostras acima deste nivel

pertenciam a classe modelada neste estudo. A separagcdo de amostras de
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Especificidade

leite em p6 de acordo com o grau de adulteragao foi, em seguida, mais ébvia,
0 que ocorreu devido ao algoritmo da PLS-DA maximizar a variancia entre os
grupos e nao dentro do grupo.

O conjunto de avaliagao produziu uma taxa de classificagao correta de
100,0%. As amostras de leite em p6 foram corretamente classificadas em
100 % dos casos, com uma especificidade de 100,0 % e sensibilidade de

88,62 %, de acordo com os dados da curva ROC (Figura 11).
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Figura 11 — Curva ROC, sensibilidade e especificidade do modelo PLS-DA
obtido para classificagdo das amostras adulteradas.

Os resultados para o conjunto de avaliagcdo foram satisfatérios,
mostrando a confiabilidade e robustez do modelo desenvolvido. Deste modo,
o modelo PLS-DA pode analisar novas amostras de leite em p6 com os dados
obtidos por espectroscopia Raman, classificar e predizer a probabilidade de

adulteragao de novas amostras contendo maltodextrina.
5.3.2. Classificagao das amostras com baixo teor de lactose
A fim de verificar a formagao de padrbes entre as amostras com baixo

teor em lactose e amostras de teor de lactose normal, uma nova PLS-DA foi

realizada.
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Y Previsto (Classe 1)

As amostras utilizadas para a construcdo deste modelo PLS-DA foram
as mesmas utilizadas nos modelos de PCA e PLS-DA realizado para verificar
fraude. Para um total de 45 amostras (21 amostras de baixo teor de lactose
e 24 amostras integrais), o modelo utilizou a gama espectral completa
(3500 — 50 cm™). O conjunto de dados resultante obtido pela validagéo
cruzada usando trés LVs foi entdo dividido aleatoriamente, totalmente
independente em relacdo a PLS-DA anteriormente empregada, em dois
grupos; 30 amostras foram utilizadas em treinamento (14 amostras de baixo
teor de lactose e 16 amostras integrais) e para avaliagao, 15 amostras foram
usadas (7 amostras com baixo teor de lactose e 8 amostras integrais). Os

resultados do modelo PLS-DA s&o mostrados na Figura 12.
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Figura 12 — Resultados do modelo PLS-DA para treinamento, mostrando
as amostras de leite em po integral (®) e amostras com baixo teor de lactose
( O); Resultados para avaliacdo, mostrando as amostras de leite em po
integral (V) e amostras com baixo teor de lactose (9 ).

O valor limite utilizado na classificagao foi de 0,533. As amostras de

baixo teor de lactose e de leite em pd integral foram corretamente
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Especificidade

classificadas em 100% dos casos, com uma especificidade de 100,0% e

sensibilidade de 98,58%, de acordo com os dados da curva ROC (Figura 13).
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Figura 13 — Curva ROC, sensibilidade e especificidade do modelo PLS-DA
obtido para classificagdo quanto a presenca de lactose.

Os resultados para o conjunto de Avaliagcdo foram bastante
satisfatorios, o que mostra que ser possivel a utilizagdo de FT-Raman para

determinar qualitativamente a presencga de lactose no leite em pé.
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6. CONCLUSOES

A espectroscopia Raman € uma técnica com alto potencial de
aplicagao em alimentos devido as diversas vantagens analiticas em relagao
a demais técnicas, principalmente em relagdo ao tempo de analise e ao
preparo das amostras, muitas vezes trabalhoso.

Este estudo demonstrou a utilidade da espectroscopia Raman para
determinar atributos de qualidade em leite em pod, onde observou-se a
simplicidade da aplicagdo da técnica, uma vez que nenhuma reagao quimica
esta envolvida. Mesmo sendo uma técnica bastante sofisticada e com alto
nivel de exigéncia de conhecimento quimico e fisico para entendimento dos
principios e toda a base tedrica, um operador pode realizar a analise e
compreender a natureza dos espectros desde que tenha conhecimento sobre
a composicao quimica e estrutural das amostras.

O uso em conjunto com ferramentas quimiométricas possibilita
explorar melhor os dados e concluir sobre o tipo de amostra analisada, pois
em alguns casos néao € possivel verificar diferencas entre espectros somente
por meio da analise visual. Além disso, a quimiometria pode fornecer
exatamente quais bandas sdo responsaveis pela diferenciacdo e
agrupamento das amostras, auxiliando na compreensao dos dados.

Os espectros Raman do leite em p6 comum e do leite em pod
adicionado de maltodextrina puderam ser diferenciados por interpretacéo
visual: A presenca de 10 % ou mais do adulterante causou mudangas visiveis
no perfil espectral do leite em po, principalmente nas regides que continham
modos vibracionais caracteristicos de maltodextrina (940 e 856 cm™' e bandas
entre 610 e 400 cm™).

Quanto ao teor de lactose, foi observado nos espectros Raman o
desaparecimento de bandas caracteristicas da presenga de lactose no leite
em pd nas amostras previamente hidrolisadas (principalmente 1086 cm),
assim como o aparecimento de bandas indicativas da presenca de glicose
(525 e 424 cm™), evidenciando que a molécula de lactose foi realmente
clivada.

Neste estudo, ndo foi possivel observar uma separacao nitida dos

grupos de amostras com a PCA, sendo necessario a utilizagdo da PLS-DA,
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que forneceu resultados satisfatorios, permitindo classificar corretamente
100 % das amostras com especificidade de 100 % e sensibilidade maior
86 % nos dois modelos obtidos.

E importante frisar que o estudo foi qualitativo, aplicavel apenas para
diferenciar amostras quanto a presenga ou auséncia de uma substancia ou
de uma caracteristica. Para identificar a quantidade exata de maltodextrina
ou lactose no leite em pd seria necessario o desenvolvimento de outro
modelo e utilizagdo do método de referéncia para quantificacdo dos
componentes.

O trabalho também demonstra a aplicacdo de diferentes tipos de
andlises para o mesmo conjunto de dados permitindo diferentes
interpretacdes e conclusbes sobre as amostras. Cada espectro foi utilizado
em 2 modelos PLS-DA desenvolvidos e foi possivel classificar corretamente
cada um deles de acordo com cada condi¢ao avaliada. Os espectros poderao
também ser utilizados em trabalhos futuros para determinar outros atributos,
desde que utilizem os mesmos parametros, incluindo o alcance do espectro
e resolugdo em cm™.

Os resultados obtidos neste estudo permitiram avaliar a
espectroscopia Raman, em conjunto com a quimiometria, como uma técnica
de deteccao de fraude e discriminagdo de amostras de diferentes tipos de
leite em pd, sendo capaz de produzir uma “impressao digital” quimica para
amostras de leite em po integral, leite em pd com baixo teor de lactose, leite
em pé com adicdo de maltodextrina assim como a prépria amostra de

maltodextrina.
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7. CONSIDERAGOES FINAIS

O presente trabalho demonstra o potencial de aplicacdo da técnica FT-

Raman e ferramentas quimiométricas para aplicagcdo e determinagdes

qualitativas em leite em pd e obteve, além da presente dissertacdo, os

seguintes resultados:

Artigo do tipo “Short communication”, de titulo“FT-RAMAN AND
CHEMOMETRIC TOOLS FOR RAPID DETERMINATION OF
QUALITY PARAMETERS IN MILK POWDER: CLASSIFICATION
OF SAMPLES FOR THE PRESENCE OF LACTOSE AND FRAUD
DETECTION BY ADDITION OF MALTODEXTRIN”, submetido para

a revista “Food Chemistry” em dez-2014 (Em processo de revisao).

Além dos resultados alcangados, o trabalho desenvolvido abre novas

perspectivas e possibilidades em relagao a utilizagao da técnica Raman em

lacteos:

Podem ser feitos estudos com outros derivados lacteos além do leite
em po6 para verificar se a técnica permite classificar as amostras
adulteradas.

Trabalhos podem ser desenvolvidos para avaliacdo de outros tipos
de adulterantes.

Novos experimentos podem utilizar outras ferramentas
quimiométricas como a PLS para determinar a quantidade de
maltodextrina e lactose nas amostras, comparando os resultados

com os do método de referéncia.

Os estudos na area de lacteos envolvendo Raman permitem

compreender melhor as aplicagcbes da ferramenta, que apresenta como

principal vantagem em relagdo aos métodos de referéncia a auséncia de

preparo das amostras e tempo curto de analise. Estes estudos podem atrair

investimentos para o desenvolvimento da técnica como uma ferramenta

analitica dentro da industria, substituindo ou complementando as técnicas

utilizadas, auxiliando na otimizacido de processos e contribuindo para a

evolucao da industria de lacteos.
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