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APRESENTACAO

A presente obra “Alimentos, Nutricdo e Saude” publicada no formato e-book, traduz
o olhar multidisciplinar e intersetorial da Alimentagéo e Nutricdo. Os volumes abordaréo de
forma categorizada e interdisciplinar trabalhos, pesquisas, relatos de casos e revisdes que
transitam nos diversos caminhos da Nutricdo e Saude. O principal objetivo desse e-book foi
apresentar de forma categorizada e clara estudos desenvolvidos em diversas instituicoes
de ensino e pesquisa do pais em quatro volumes. Em todos esses trabalhos a linha
condutora foi o aspecto relacionado a avaliagdo antropométrica da populacdo brasileira;
padrdes alimentares; avaliagdes fisico-quimicas e sensoriais de alimentos e preparacoes,
determinacao e caracterizagcéo de alimentos e de compostos bioativos; desenvolvimento de
novos produtos alimenticios e areas correlatas.

Temas diversos e interessantes sdo, deste modo, discutidos nestes volumes com a
proposta de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres e todos aqueles que de
alguma forma se interessam pela area da Alimentagéo, Nutricdo, Saude e seus aspectos.
A Nutricdo € uma ciéncia relativamente nova, mas a dimensdo de sua importancia se
traduz na amplitude de areas com as quais dialoga. Portanto, possuir um material cientifico
que demonstre com dados substanciais de regibes especificas do pais € muito relevante,
assim como abordar temas atuais e de interesse direto da sociedade. Deste modo a obra
“Alimentos, Nutricdo e Saude” se constitui em uma interessante ferramenta para que o
leitor, seja ele um profissional, académico ou apenas um interessado pelo campo das
ciéncias da nutricdo, tenha acesso a um panorama do que tem sido construido na area em
Nnosso pais.

Uma étima leitura a todos(as)!

Carla Cristina Bauermann Brasil
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RESUMO: A espectroscopia no infravermelho
médio (MIR) dotado de transformada de
Fourier (FTI) juntamente com modelos
quimiométricos multivariados foram utilizados
para o0 reconhecimento de padrées de
amostras de leite adulteradas com diferentes
tipos de soro. Os modelos quimiométricos
aplicados aos dados espectrais foram: anélise
de componentes principais (PCA) e analise
hierarquica de agrupamentos (HCA). A aplicagcéo
dos modelos multivariados teve como objetivo
avaliar a existéncia de variagbes nos perfis
espectrais de amostras de leite UHT adulteradas
com seis diferentes tipos de soro de origem
lactea. A adulteracdo simulada em laboratério
correspondeu a adi¢éo de 5% (p/p) (0,25 g) de
soro em 5 g de leite. O modelo PCA foi obtido
por meio de trés componentes principais que
foram capazes de explicar 98,88% da variancia
dos dados permitindo confirmar a existéncia
de variagbes no perfil espectral dos soros
utilizados. A modelagem da HCA resultou em um
dendrograma que agrupou os diferentes tipos
de soros lacteos em funcdo da similaridade. O
dendrograma apresentou os seis grupos distintos
assim como a PCA. A pesquisa comprovou
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que o FTI-MIR e os modelos quimiométricos
utilizados para reconhecimento das amostras
corresponderam a ferramentas analiticas
capazes nao apenas de detectar a adulteragéo,
mas também, de caracterizar os diferentes tipos
de soro utilizados nas adulteracgdes.

PALAVRAS - CHAVE: Andlises multivariadas,
adulteracbes, soro, leite.

MEDIUM INFRARED SPECTROSCOPY
AND CHEMOMETRIC METHODS FOR
RECOGNIZING THE WHEYS PATTERN IN
MILK ADULERATIONS

ABSTRACT: Spectroscopy in the medium
infrared (MIR) with Fourier transform (FTI)
together with multivariate chemometric models
were used to recognize the patterns of different
types of whey used in milk adulterations. The
chemometric models applied to the spectra
were: principal component analysis (PCA) and
hierarchical cluster analysis (HCA). The use of
the models aimed to evaluate the existence of
variations in the spectral profiles of UHT milk
adulterated with six different types of whey of
milk origin. The simulated adulteration in the
laboratory corresponded to the addition of 5% (w /
w) (0.25 g) of serum in 5 g of milk. The PCA model
was able to generate three main components
explained 98.88% of the variation in the data and
allowed to confirm the existence of variations
in the spectral profile of the whey used. The
modeling of the HCA resulted in a dendrogram
that grouped the different types of wheys for
similarity. The dendrogram presented the six
distinct groups as well as a PCA. The research
proved that FTI-MIR and the chemometric models
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used for pattern recognition correspond to analytical tools capable of detecting adulterations
and also of characterizing the different types of whey used in adulterations.
KEYWORDS: Multivariate analysis, adulteration, whey, Milk.

11 INTRODUGCAO

Segundo instru¢@o normativa N° 80 publicada em 2020 pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), o soro de leite é o produto lacteo liquido extraido da
coagulacéo do leite utilizado no processo de fabricacdo de queijos, caseina alimentar e
produtos similares (BRASIL, 2020). Corresponde a um subproduto lacteo gerado com
abundancia no processo de fabricacéo de queijos e, umas das formas de aproveitamento
ilicita do soro, corresponde a adigdo em leite para promocdo do aumento do volume,
em substituicdo a fraude com agua. Esse tipo de fraude denominada como econémica &
monitorada pelos laboratérios localizados junto as plataformas de recepgéo nos laticinios
por meio da andlise de crioscopia. A crioscopia € uma analise rapida e simples, eficiente
para deteccéo de adicdo de agua, e ndo para detecgéo de fraudes econémicas com soro.

As fraudes econOmicas realizadas em leite, normalmente, ndo comprometem a
saude de seres humanos saudaveis, mas comprometem o valor nutricional do leite, que
€ reduzido em funcgéo da adigdo de agua ou soros de origem lactea. O Cédigo de Defesa
do Consumidor menciona que se o consumidor adquirir um alimento apresentando vicios
de qualidade que os torne impréprio ao consumo ou que lhe diminua o valor nutricional
tem o direito de solicitar a substituicdo do produto por outro da mesma espécie (isento
de adulteracdo) ou a restituicdo imediata da quantia paga. Entretanto, nem sempre a
constatacdo da fraude é percebida pelo consumidor, cabendo aos 6rgéos fiscalizadores,
0 monitoramento da qualidade do leite comercializado por meio de analises laboratoriais
especificas e até mesmo complexas (BRANDAO 2008; JOHNSON, 2014; MOORE et al.,
2012; RODRIGUES et al., 2012).

Adeteccéo de soro em leite requer procedimentos analiticos especificos e complexos
(CORTEZ, 2010). A técnica oficial para constatacdo da presenca de soro de queijo em leite
tem como base a identificagdo e quantificagdo do glicomacropeptideo (GMP). A detecgéo
do GMP é feita por meio de Cromatrografia Liquida de Alto Desempenho (CLAE ou HPLC,
do inglés High performance liquid chromatography), (BRASIL, 2006%; BRASIL, 2006°).

Essa técnica apresenta alta sensibilidade e seletividade, porém, requer a utilizagao
de reagentes de alto custo, analistas treinados e equipamento sofisticado. Outro aspecto
relevante em relacdo a detecgéo do soro em leite fluido por meio da identificacdo do GMP
corresponde a limitacdo da técnica quando a fraude é realizada com soros lacteos que néo
possuem esse fragmento peptidico. Soros provenientes de processos nao enzimaticos,
como por exemplo, os soros de manteigas (leitelhos), também podem ser utilizados em
fraudes econdmicas, e nesses casos, outras técnicas analiticas devem ser empregadas
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(FURTADO, 2010; RIGUEIRA, 2006).

As fraudes em leites fluidos podem, portanto, ser realizadas com diferentes tipos e
quantidades de soros lacteos, cujas caracteristicas promovem alteragées mais ou menos
intensas no leite. As especificidades desses soros de origem lactea necessitam ser melhor
estudadas e definidas para o desenvolvimento de técnicas eficientes para detecgéao.

Como alternativa para substituicdo de procedimentos analiticos complexos e de alto
custo, a espectroscopia no infravermelho vem sendo aplicada a alimentos, inclusive ao
leite, por propiciar a obtencdo de resultados qualitativos e quantitativos relevantes para o
controle de qualidade de alimentos. Segundo Francga e Oliveira (2011), a espectroscopia no
infravermelho corresponde a uma analise rapida, precisa, ndo destrutiva e que néo requer
a utilizac@o de reagentes para preparo das amostras, sendo capaz de proporcionar uma
identificacdo dos diferentes tipos de substancias presentes no alimento.

A técnica espectroscopica baseia-se na geragdo de picos de absorgédo
correspondentes as frequéncias de vibragdes das ligagbes intramoleculares presentes
na amostra. Quando se incide a radiagao infravermelha sobre uma molécula, a absorgéao
da radiacdo promove vibracbes de estiramento das ligagdes existentes entre os atomos
que compdem a molécula, ocasionando faixas de absor¢éo especificas. Cada substéancia
apresenta picos de absorgao relacionados com os grupos quimicos funcionais presentes
na sua composicdo. Por meio da analise da localizagédo e caracteristicas dos picos de
absor¢éo que compdem um espectro, pode-se identificar uma amostra, constatar a presenca
de adulterantes ou contaminantes e, constatar alteracdes promovidas pelo processamento
(FRANGCA E OLIVEIRA, 2011).

Espectrofotémetros modernos dotados de transformada de Fourier e acessérios
especificos de reflexdo permitem a obtencéo de espectros de diferentes tipos de amostras
de forma direta. Nessas analises, pequena quantidade da amostra ¢ introduzida diretamente
em um dispositivo de reflectancia atenuada composto por um cristal de seleneto de zinco
que corresponde a célula mais utilizada nos equipamentos de infravermelho para amostras
liquidas (HOLLER et al., 2009; LYNCH et al., 2006; PINTO, 2010; RODRIGUEZ-SAONA E
ALLENDOREF, 2011).

O resultado espectral gerado pela espectroscopia no infravermelho apresenta um
grande conjunto de dados espectrais que ndo evidenciam prontamente as informacgbes
desejadas, sendo necessaria a utilizacdo de técnicas quimiométricas multivariadas
que auxiliam a quantificacdo e a caracterizagcdo dos constituintes que estdo envolvidos
nas interagcbes complexas dos componentes das amostras (PINTO, 2010). Métodos
quimiométricos, como Analise de Componente Principal (PCA), Analise Hierarquica
de Agrupamentos (HCA), entre outros, sdo utilizados para calibragdo, validagdo e
comprovacdo de andlises de alimentos (FRANCA E OLIVEIRA, 2011; PATACA, 2006;
RECHE E FRANCO, 2009; SOUZA et al., 2011;). Os métodos PCA e HCA correspondem

a modelos exploratérios capazes de caracterizar amostras sem que existam informacdes
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prévias sobre elas (MORGADO, 2005).

Analise exploratéria de dados sdo técnicas utilizadas para organizar e evidenciar
as informagdes contidas numa matriz de dados multidimensional gerada a partir dos
dados espectrais. Os métodos de analise exploratoria sdo aqueles que ndo detém prévias
informacdes sobre as amostras ou variaveis, e por isso, sdo denominados métodos nao
supervisionados. O método de anélise exploratéria mais utilizado em anélises de alimentos
corresponde a PCA (PATACA, 2006).

A PCA é matematicamente definida como uma transformacéo linear ortogonal que
transfere os dados para um novo sistema de coordenadas, de modo que a maior variancia,
por qualquer projecéo dos dados, fica ao longo da primeira coordenada (PC1), a segunda
maior variancia fica ao longo da segunda coordenada (PC2) e assim por diante. O numero
de componentes principais a ser utilizado no modelo PCA é determinado pela percentagem
da variancia explicada (SOUZA E POPPI, 2012). Normalmente, é utilizado para visualizar
a estrutura dos dados, encontrar similaridades, detectar amostras anémalas e reduzir
a dimensionalidade dos dados. A andlise de componentes principais permite também
identificar a relag@o entre as caracteristicas extraidas dos dados, principalmente quando
essas caracteristicas possuem muitas dimensées (INACIO, 2010; SOUZA E POPPI, 2012).

Outro método exploratério utilizado corresponde ao HCA. Constitui uma ferramenta
para analise preliminar de dados, sendo Util para determinar semelhangas entre amostras.
O método agrupa amostras semelhantes, com base na medida da distancia entre as
amostras. O resultado dessas medidas ocasiona agrupamentos por similaridade, que séo
visualizados por diagramas conhecidos como dendrogramas. Os resultados apresentados
por um dendrograma permitem a visualizagdo das variaveis ou amostras em um espaco
com duas dimensoes (bidimensional), diferentemente do PCA cujos resultados podem se
configurar em mais dimensdes (CORREIA E FERREIRA, 2007).

Na construcdo do modelo HCA, um processo hierarquico vai agrupando
gradativamente as amostras em classes, com base na similaridade dos participantes de uma
mesma classe e nas diferengcas entre os membros de outras classes. Matematicamente,
0 modelo vai agrupando em pares os pontos que estdo mais proximos (CORREIA E
FERREIRA, 2007). Para proceder a analise de agrupamentos, varias medidas de distancias
(algoritmos) podem ser utilizadas, porém, a mais usual, € a euclidiana (MORGANO, 2005).

O aprimoramento da espectroscopia no infravermelho, assim como, dos métodos
quimiométricos tem propiciado o desenvolvimento de novas metodologias analiticas,
correspondendo também, a também novas ferramentas para estudo preciso da composicéo
dos alimentos. Nesse contexto, 0 objetivo dessa pesquisa foi avaliar a existéncia de
diferengas na composicdo quimica de soros de queijos e de manteiga que podem ser
utilizados em fraudes de leite por meio de modelos quimiométricos exploratorios. Os
modelos quimiémetrico PCA e HCA gerados a partir dos dados espectrais das amostras de
leite adulteradas com os diferentes tipos de soro comprovaram a existéncia de diferencas
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significativas em suas composicdes.

21 METODOLOGIA

Para verificar a existéncia de diferencas significativas entre soros de origem lactea,
andlises espectroscopicas foram realizadas em infravermelho médio da marca Perkin
Elmer dotado de transformada de Fourier acessorio de reflectancia atenuada.

Amostras contendo um litro de cara tipo de soro de origem lactea foram coletadas e
utilizadas em adulteracdes artificiais de leite UHT integral. Os diferentes soros utilizados na
pesquisa foram: soro de queijo confeccionado artesanalmente com leite cru; soro de queijo
elaborado com leite pasteurizado; soro de manteiga de primeira qualidade (leitelho), soro
de queijo Minas Frescal, soro de queijo Ricota e soro de Mucarela. Leite integral UHT (tnico
fabricante) foi adquirido em supermercado da cidade de Uberlandia para composi¢céo das
amostras adulteradas artificialmente com os soros lacteos testados.

As amostras dos diferentes soros lacteos foram estocadas a temperatura inferior a
5,0°C por um periodo de 10 dias e analisadas em intervalos de tempo de 48 horas (cada
amostra). As repetidas leituras espectroscopicas das amostras armazenadas visaram
verificar se as caracteristicas que distinguiram cada soro lacteo seriam alteradas em
funcdo da estocagem. As seis amostras de soros foram analisadas cinco vezes ao longo
de 10 dias, totalizando 30 amostras. Em cada andlise realizada, 5% (p/p) (0,25 g) de soro
foram adicionados em 5 g de leite UHT. Analises espectroscopicas do leite puro e de cada
soro, também foram realizadas com o objetivo de se conhecer o perfil espectral das duas
substancias que estavam sendo misturadas.

Obteve-se inicialmente, o espectro de fundo e posteriormente, os espectros das 30
amostras. Cada amostra foi colocada sem preparo prévio diretamente no compartimento
de ATR. Foram realizadas trés leituras por amostra com 16 varreduras para cada leitura.
A faixa de absorcgdo utilizada para varredura das amostras foi de 4000 a 600 cm™ e a
resolugdo do equipamento foi definida para 4 cm™'. Posteriormente, os dados espectrais
foram utilizados para confec¢édo dos modelos exploratorios PCA e HCA.

Os modelos PCA e HCA foram obtidos por meio do MATLAB, versdo 6.1 (The
MathWorks, Natick, MA, USA) utilizando pacote de ferramentas contidas no PLS-Toolbox,
versdo 3.5 (Eigenvector Technologies, Manson, WA ,USA). Para obtencdo dos modelos
acionou-se as ferramentas do PLS-Toobox, ap0s ter sido gerado o dataset. Os espectros
originais foram pré-tratados com a remocao de ruidos visiveis na regido de absorcéo
proxima a 600 cm™, corre¢do da linha de base (baseline) e com os dados centrados na

média.
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31 RESULTADOS MODELOS E DISCUSSAO

3.1 Modelo PCA

Graficos contendo espectros das amostras dos diferentes tipos de soro lacteos
utilizados nas adulteragdes de leite UHT foram gerados. A visualizagdo dos espectros,
sobretudo, das regides de absorvancias mais relevantes, possibilitaram a realizagéo de
analise visual interpretativa das caracteristicas quimicas de cada amostra.

O modelo exploratério de Analise de Componente Principal (PCA) foi obtido
para definicdo de uma regressao linear miltipla, cujo objetivo foi o de reduzir o espaco
multidimensional para melhor visualizagéo e compreenséo do conjunto de dados. Aredugéo
do numero de variaveis e obtengdo das componentes principais baseou-se no calculo da
covariancia. Outros graficos que permitiram compreender e avaliar os modelos foram
gerados durante a modelagem: gréafico dos scores das amostras versus PCs e grafico da
variancia explicada versus PCs.

Os seis grupos correspondentes a cada diferente tipo de soro lacteo foram
adequadamente identificados pelo modelo exploratorio PCA conforme demonstra a Figura
1. Os grupos compostos pelas cinco amostras de cada tipo de soro lacteo, configurados
no espaco tridimensional, corresponderam a: amostras leitelho (1-5), amostras de soro de
queijo cru (6-10), amostras de soro de Ricota (11-15), amostras de soro de leite pasteurizado
(16-20), amostras de soro de queijo Minas Frescal (21-25) e amostras de soro de Mugarela
(26-30).

Figura 1: PCAs definidas pelo modelo e escores das amostras

O modelo PCA foi obtido por meio de trés componentes principais que foram capazes
de explicar 98,88% da variancia dos dados. Na Figura 2, € apresentado o percentual de
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variancia capturada acumulada em todas as PCs do modelo.

A construgéo dos eixos ortogonais: PC1, PC2, PC3, PCn, é realizada a partir da
combinacao linear do conjunto de variagcdes originais. Os novos eixos (PCs) representam
as direcbes de maior variabilidade na ordem da maior para a menor variancia de PC1
até PCn, ou seja, sucessivos PCs descrevem quantidades decrescentes de variancias. As
variancias (espalhamento dos dados ao redor do seu valor médio para uma Unica variavel)
e covariancias (distribuicdo dos dados multivariados e suas relacdes) sdo capazes de
explicar os dados do modelo. As informag¢des mais relevantes sempre estao contidas nas
primeiras componentes principais, e por essa razéo, poucos PCs sdo necessarios para que
todas ou a maior parte da variancia dos dados relevantes seja explicada (FREITAS, 2006;
MORGANO, 2005; NETO, 2008).

Figura 2: Variancia acumulada em todos os PC (%)

A Figura 3 apresenta a variancia percentual explicada pelas PCs: PC1, PC2 e PC3
correspondentes a 70,14%, 24,63% e 4,11% da variancia total, respectivamente.

Figura 3: Variancia explicada por todos os PC (%)
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Alves et al. (2016), em trabalho que objetivou avaliar a potencialidade da PCA para a
interpretacdo de resultados de um experimento realizado com extratos de pequi, constatou
que a PCA foi eficiente para geracdo de componentes interpretaveis por meio da reducéao
da dimensionalidade dos dados, assim como, na presente pesquisa para avaliagdo da
diferenciaga@o de soros que podem ser utilizados em fraudes de leite.

Em estudo para aplicacdo da analise multivariada na interpretacdo de teores
de minerais encontrados em sucos de frutas, a PCA por meio de trés componentes
principais, assim como no modelo dos soros de origem lactea. A andlise multivariada
gerou o agrupamento dos diversos sucos de acordo com as diferengcas nos teores de
minerais encontrados. Nesse experimento, o resultado do modelo mostrou que a primeira
componente principal (PC1) explicou 49,6% da variancia total dos dados, enquanto, a
segunda e a terceira componentes principais explicam 19,6% e 13,8%, respectivamente
(MORGANO et al., 2020).

Ap6s constatar diferenga significativa entre os grupos de soros lacteos em um
espaco tridimensional por meio da analise de componentes principais, aplicou-se modelo
para andlise de agrupamento hierarquico (HCA). O objetivo da modelagem com o HCA foi
o de confirmar ou ndo a existéncia de diferencgas significativas entre as amostras de soro.
3.2 Modelo HCA

O modelo de anélise exploratéria e classificatorio HCA também foi obtido utilizando-
se o software MATLAB e ferramentas do pacote PLS-Toobox. A medida utilizada para
medir a distancia entre duas amostras a e b (D,,), correspondeu a Euclidiana. Definidas
as distancias entre todas as amostras foi obtida a escala de similaridade por meio do
célculo do vizinho mais proximo. A modelagem da HCA resultou em um dendrograma no
qual os diferentes tipos de soros lacteos foram agrupados em fungéo da similaridade. O
dendrograma apresentou os seis grupos distintos, assim como o PCA, conforme pode ser
constatado na Figura 4. Os resultados apresentados por meio do dendrograma permitem
a visualizacdo das amostras em um espago com duas dimensbes (bidimensional),
diferentemente do PCA cujos resultados podem ser configurar em mais dimensoes.

Pbéde-se observar que os grupos de amostras do leitelho e do soro de queijo
elaborado com leite cru se diferenciaram totalmente dos demais. Ja os soros de queijo
Minas Frescal e o soro de queijo elaborado com leite pasteurizado, apresentaram certa
semelhancga entre eles. Por meio da observacdo do dendrograma (Figura 4), comprovou-
se que os espectros do soro de Mucarela e de Ricota apresentaram caracteristicas muito
semelhantes, formando um grupo diferenciado dos demais.
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FIGURA 4: Dendrograma: amostras1-5 leitelho; 6-10 soro de queijo cru; 11-15 soro de Ricota; 16-20
soro pasteurizado; 21-25 soro Minas Frescal; 26-30 soro de Mugarela.

Pesquisadores visando a caracterizacdo de agua mineral de diferentes marcas
e regides, com base na composi¢do inorganica dessas amostras, utilizaram modelos
de reconhecimento de padrdes, especificamente, o HCA e o PCA. Por meio do HCA
as distancias calculadas entre amostras de uma mesma marca foram menores que 0s
valores obtidos para amostras de marcas diferentes . Os agrupamentos no dendrograma
demonstraram que todas as marcas foram adequadamente separadas, assim como as
amostras de soro.

41 CONCLUSAO

Tanto o modelo PCA como o HCA comprovou serem modelos exploratérios
capazes de serem utilizados como ferramentas para obtengcédo de informacdes sobre as
caracteristicas de amostras desconhecidas e a aplicagdo de ambos sdo amplamente
utilizados em pesquisas para reconhecimento de padrées Os resultados desses dois
modelos quimiométricos exploratoérios demonstraram ser possivel diferengcar soros
provenientes do processamentos de diferentes derivados lacteos que podem ser utilizados
em fraudes de leite.
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