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RESUMO

Neste trabalho foram utilizadas ferramentas quimiométricas para classificar e
quantificar o teor de proteinas em amostras de leite em pd. Empregou-se a espectroscopia NIR
com reflectancia difusa associada a técnicas multivariadas. Primeiramente, realizou-se um
método exploratorio das amostras através da analise das componentes principais (PCA),em
seguida a classificacdo de modelagem independente para analogia de classes (SIMCA). Dessa
forma se tornou possivel classificar as amostras que se agruparam por semelhangas em sua
composicdo. Por fim, as técnicas de regressdo por minimos quadrados parciais (PLS) e
regressdo por componentes principais (PCR) permitiram a quantificacdo do teor de proteinas
nas amostras de leite em pd, comparadas com o método de referéncia Kjeldahl. Um total de
53 amostras de leite em pé comercializadas nas regides metropolitanas de Natal, Salvador e
Rio de Janeiro foram adquiridas para analise, em que ap0s pré-tratamento dos dados obtidos,
foram encontrados quatro modelos, os quais empregaram-se para a classificacdo e
quantificacdo das amostras. Os métodos empregados ap6s serem avaliados e validados
apresentaram bom desempenho, demonstrando exatiddo e confiabilidade nos resultados
obtidos, mostrando que a técnica NIR pode ser uma técnica ndo invasiva, uma vez que nao

produz residuos e ainda economiza tempo na analise das amostras.

Palavras chave: Leite em po. Infravermelho proximo. SIMCA. PLS. PCR.



ABSTRACT

In this work we used chemometric tools to classify and quantify the protein content in
samples of milk powder. We applied the NIR diffuse reflectance spectroscopy combined with
multivariate techniques. First, we carried out an exploratory method of samples by principal
component analysis (PCA), then the classification of independent modeling of class analogy
(SIMCA). Thus it became possible to classify the samples that were grouped by similarities in
their composition. Finally, the techniques of partial least squares regression (PLS) and
principal components regression (PCR) allowed the quantification of protein content in
samples of milk powder, compared with the Kjeldahl reference method. A total of 53 samples
of milk powder sold in the metropolitan areas of Natal, Salvador and Rio de Janeiro were
acquired for analysis, in which after pre-treatment data, there were four models, which were
employed for classification and quantification of samples. The methods employed after being
assessed and validated showed good performance, good accuracy and reliability of the results,
showing that the NIR technique can be a non invasive technique, since it produces no waste

and saves time in analyzing the samples.

Keywords: Milk powder. Near infrared. SIMCA. PLS. PCR.
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1 INTRODUCAO

O meétodo de Kjeldahl é empregado ha muitas décadas na determinacdo do teor de
proteina em diferentes amostras, inclusive em matrizes lacteas, como o leite em pd. Este
procedimento é bastante demorado e tedioso devido a varias etapas de analise: digestéo,
destilacdo e titulacdo. Neste método a matéria organica é decomposta e o nitrogénio existente
é transformado em amonia, e se introduz o fator de conversdo para transformar o nimero de
gramas de nitrogénio encontrado em numero de gramas de proteina. No entanto, a
espectroscopia NIR (do inglés “Near Infrared Spectroscpy”) com reflectancia difusa, €
utilizada na determinacdo direta de uma grande quantidade de amostras, com economia de
reagentes e de tempo, além da vantagem de ser ndo destrutiva. E uma técnica que apresenta
resultados répidos para analises de grdos e amostras em p6 (MIYAMAE et al, 2007, p.213;
SORENSEN, 2009, p.2275).

A espectroscopia NIR tem sido freqientemente aplicada em determinacdes de
moléculas organicas como proteina, gordura, sendo um método analitico que apresenta
resultados satisfatorios para essas determinacdes. Diversas aplicacGes tém sido realizadas nas
indUstrias de petroleo, téxtil, carvdo, cosméticos, polimeros, quimica, tintas, farmacéuticas,
sendo também aplicada na restauracdo de imagens decorativas de pinturas histéricas (ILARI
et al, 1988, p.722). A espectroscopia NIR também ja foi aplicada em leite para determinacéo
de caseina, proteina e lactose, bem como para classificacdo de leite e em casos de adulteracédo
com gordura, e com soro em leite em p6 desnatado (SORENSEN et al, 2003, p.213; SASIC et
al, 2002, p.267), porém os autores destes trabalhos ndo utilizaram respectivamente as técnicas
de classificacdo e regressdo para determinacao de proteinas, como realizado neste estudo.

A complexidade dos espectros de reflectancia difusa em NIR, sua classificacdo e
quantificacdo requerem o emprego de ferramentas quimiométricas, que desenvolvem modelos
matematicos a partir dos sinais instrumentais, sendo a regressdo por minimos quadrados
parciais PLS (do inglés “partial least squares”), regressdo por componentes principais PCR
(do inglés “principal component regression”), a classificagdo por analise de componentes
principais PCA (do inglés “principal component analysis”) e o programa de modelagem
independente para analogia de classes SIMCA (do inglés “soft independent modeling of class
analogy”) os modelos mais empregados e que foram utilizados neste trabalho para a

classificacdo e quantificacdo dos teores de proteinas em amostras de leite em po.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.2 Geral:

Aplicar a técnica da espectroscopia na regido do infravermelho préximo com
reflectancia difusa para a classificacdo e quantificacdo do teor de proteinas em amostras de

leite em pd de diferentes marcas comerciais.

1.1.3 Especificos:

Propor rotinas de analise dos teores de proteina em amostras de leite em po,
empregando espectroscopia na regido do infravermelho proximo;

Avaliar a técnica NIR quanto a sua capacidade de diferenciar amostras de leite em po
(integral, desnatado, semidesnatado, nestogeno, soja e soro de leite);

Construir um modelo quantitativo para a determinacdo do teor de proteina em

amostras de leite em pé.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 LEITE: caracteristicas e processamento

2.1.1 Aspectos Histdricos

Entende-se por leite, sem outra especificacdo, o produto oriundo da ordenha completa
e ininterrupta, em condicdes de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas. O
leite de outros animais deve denominar-se segundo a espécie de que proceda (ZENEBON et
al 2008, p.825; RIISPOA, art. 475).

E de 1784 a recomendacdo primeira, atribuida ao médico inglés Underwood, para o
uso do leite de vaca como alternativa ao leite humano (REA, 1990, p.241). A descoberta, em
1838, na Alemanha, de que o leite de vaca tem mais proteina do que o leite materno pode ser
considerado o marco referencial para todo um discurso de favorecimento do uso do leite de
vaca, que passou a prevalecer em toda a histdria pro-proteina da nutri¢cdo no final do século
XIX aos dias de hoje (REA, 1990, p.241).

No Brasil esse produto, hoje tdo popular na mesa dos brasileiros, ficou conhecido apés
1500 durante o processo de colonizacdo. Martim Afonso de Souza foi o responsavel por trazer
as primeiras cabecas de gado ao Brasil, que foram deixadas em S&o Vicente, litoral de Sao
Paulo em 1532. No entanto, as primeiras referéncias ao leite bovino no Brasil s6 foram feitas
20 anos depois, em 1552, por meio de cartas escritas pelo padre Manoel da Nobrega a seus
superiores em Portugal. Naquelas correspondéncias, consideradas fontes das mais importantes
para conhecer a histéria do leite no Brasil, ele conta como usava o produto, que era extraido
de 12 vacas, para atrair alguns indiozinhos que queria catequizar. Mas se hoje o leite € muito
popular por aqui, onde também é consumido por criangas e adultos em forma de queijos,
iogurtes, requeijdes, manteigas, entre outros, as coisas nem sempre foram assim. Foram
necessarios, segundo pesquisas, cerca de 300 anos para o produto cair no gosto do povo, pois
existia um preconceito terrivel contra o consumo de leite no Brasil, provocado por fatores
diversos, e isso s6 comegou a acabar em 1808, com a chegada da familia real ao Rio de

Janeiro, que fazia questdo de queijo e manteiga nas refeicdes (DIAS, 2006. p. 25-26).
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2.1.2 Economia

O leite esta entre os seis produtos mais importantes da agropecuaria brasileira, ficando
a frente de produtos tradicionais como café beneficiado e arroz. O Agronegocio do Leite e
seus derivados desempenham um papel relevante no suprimento de alimentos e na geracao de
emprego e renda para a populacéo. A cadeia produtiva do leite € uma das mais importantes do
complexo agroindustrial brasileiro movimentando anualmente cerca de US$10 bilhdes,
empregando 3 milhdes de pessoas, das quais acima de 1 milh&o sdo produtores, e produzindo
aproximadamente 20 bilhdes de litros de leite por ano, provenientes de um dos maiores
rebanhos do mundo, com grande potencial para abastecer o mercado interno e exportar
(IBGE; ABPL; FAO, 2009).

Pesquisa divulgada recentemente pelo IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica) revela que, no ano de 2008, foram produzidos 27,579 bilhdes de litros de leite,
com aumento de 5,5% ante 0 ano anterior. Em termos mundiais, o Brasil € o quarto maior
produtor, ficando atras da india, China e Russia. De acordo com a pesquisa, a regido Sul do
Brasil teve aumento de producdo de 10,1% ante o ano anterior, alavancado pelos incrementos
em Santa Catarina (14%) e no Rio Grande do Sul (12,6%). O Centro-Oeste teve aumento de
6,5%, tendo o principal incremento ocorrido em Goiés (8,9%). A principal variagdo positiva
geral ocorreu no Amazonas (101,9%), enquanto a principal queda ocorreu no Distrito Federal
(-18,6%). Os principais municipios produtores de leite sdo Castro (PR), Patos de Minas (MG)
e Piracanjuba (GO). De acordo com o IBGE, a aquisi¢éo de leite no ano de 2008, apurada
pela Pesquisa Trimestral do Leite, foi de 19,238 bilhGes de litros, com alta de 7,5% em

relacdo ao ano de 2007. Em termos regionais, o Sudeste é a principal regido em producéo de

leite onde cerca de 42,4% de todo o leite nacional vem desta regido. Em seguida vem o Sul,

gue concentra 30,3% das compras do produto. Minas Gerais, por sua vez, é o principal Estado
em aquisicdo de leite, 27,5% do total, segundo o documento de divulgacdo da pesquisa. No
ano de 2008 os investimentos no Brasil foram macicamente voltados a producdo de leite em
po, em funcdo dos altos precos no mercado mundial e na expansdo das exportacfes, com
construcdo de torres de secagem e ampliacdo de unidades processadoras. Atualmente, a
capacidade instalada para fabricagdo de leite em po € de aproximadamente 500 mil toneladas

anuais, e o Brasil exporta o equivalente a 75 mil toneladas (OLIVEIRA, 2009).
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2.1.3 Processamento: industrializagdo

A industrializacdo do leite pode ser considerada como o processo de torna-lo livre de
contaminacg0es, através da eliminacdo de impurezas por peneiramento e filtracdo, e pela
eliminacdo de microorganismos patogénicos através do tratamento térmico, proporcionando
assim, condicdes para 0 consumo e obtencdo de produtos derivados do leite. Para se obter
produto de boa qualidade, € fundamental que a matéria prima também seja de boa qualidade.
Por isso, é necessario que o leite receba, logo apds a ordenha, cuidados especiais, para que
chegue a industria dentro dos padrdes necessarios a sua industrializacéo.

O leite em po € obtido pela desidratacéo do leite, que pode ser integral, semidesnatado
ou desnatado. A agua que é o maior componente existente no leite in natura, com
aproximadamente 90 %, é eliminada através de um processo que envolve opera¢des unitarias,
evaporacdo e secagem por pulverizagdo, restando o extrato seco do leite e uma pequena
quantidade de agua, cerca de 2,5 a 4,0 %. O leite em p6 € uma forma moderna de consumo de
leite que, desidratado, tem sua longevidade estendida. As fases de fabricacdo do leite em po
sdo: Resfriamento e estocagem; Padronizacdo e pasteurizagdo; Mistura de ingredientes;
concentragio; secagem; separacdo ar/pd; instantaneizacdo e por fim o envase (ITAMBE,
2009).

Existe também o leite de soja que € uma bebida produzida a partir do feijao de soja,
onde os grédos de soja sdo triturados, a massa formada é cozida e o filtrado obtido € o leite de
soja. Existe ja empacotado, podendo ser consumido puro ou de forma aromatizada
(ANGELLIS, 2001, p.270). Ja o soro de leite é o liquido obtido a partir da coagulacdo do leite
destinado a fabricacdo de queijos, caseina ou produtos lacteos similares (ANVISA RDC n°
348/2003).

2.1.4 Composi¢ao Quimica do leite

O leite em pd é um alimento complexo que apresenta um alto valor nutritivo, sendo
composto por: agua, carboidratos (basicamente lactose), gorduras, proteinas (principalmente

caseina), minerais e vitaminas em diferentes estados de dispersdo (FRANCO, 2007, p.132).
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Apesar de ser considerado um alimento completo, o leite ndo possui quantidade suficiente de
ferro e vitamina D para atender as exigéncias de uma nutricdo completa (GUIMARAES,
2007,; TORRES et al, 2000, p.146). O leite de soja ndo contém colesterol e tem menos
gordura que o leite de vaca. Apresenta um baixo teor de acucares, ndo possui lactose (o acucar
natural do leite), e € rico em fitoquimicos, em especial as isoflavonas (ANGELIS, 2001,
p.270). O soro de leite é composto por proteinas, gorduras e agucar (RIEDEL, 2005, p.262).

As proteinas sdo elementos estruturais imprescindiveis a todas as células, tendo um
elevado peso molecular, produzindo aminoacidos por hidrélise. Na auséncia de carboidratos e
gorduras, as proteinas agem como elementos energéticos, porém de baixo rendimento. As
proteinas sdo compostas por vinte aminodcidos, dos quais oito ndo sdo sintetizados pelo
organismo humano, sendo chamados de “essenciais”. Quanto mais aminoacidos essenciais a
proteina possuir, mais nobre serd o alimento. Dessa forma os produtos de origem animal séo
considerados os mais nobres (RIEDEL, 2005, p.3).

As proteinas sdo os componentes mais importantes do leite e sdo classificadas em:
Caseinas (minimo de 3,0 %) e Albuminas (minimo de 0,6 %). A Caseina forma uma solucao
coloidal e constitui a maior parte da matéria nitrogenada do leite. A Albumina é a pelicula que
se forma no leite logo ap6s o seu cozimento. A importancia industrial da caseina esta na:
fabricacdo de queijos e leite em pd associado a outros componentes do leite e a Albumina é
utilizada na fabricagdo do queijo ricota, por meio de acidificacdo e aquecimento
(GUIMARAES, 2007).

2.1.5 Classificacao e Normas de Qualidade

A qualidade do leite em pé é regimentada pelo regulamento técnico de identidade e
qualidade de leite em péd e as fraudes mais frequentes sdo: adicdo de soro de leite, maltose,
sacarose, amido e soda caustica. A fraude mais comum praticada no Brasil é a adi¢do de soro
de leite, que é mais barato que o leite cerca de 90 % (FERRAO et al 2007, p.855).

De acordo com os Artigos 665 e 666 do RIISPOA (Regulamento da Inspecédo
Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal) entende-se por leite em po o produto
obtido por desidratacdo do leite de vaca integral, desnatado ou parcialmente desnatado e apto

para alimentacdo humana, mediante processos tecnologicamente adequados e, quando
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necessario, sera permitida a adicdo de estabilizador de caseina e ainda, da lecitina, para
elaboracdo de leite instantdneo. De acordo com o artigo 668 quanto ao teor de gordura, fica
estabelecida a seguinte classificacdo do leite em pd: leite em po integral, 0 que apresentar no
minimo 26% (vinte e seis por cento); leite em po parcialmente desnatado, o que apresentar
entre 1,5% (um e cinco décimo por cento) e 25,9% (vinte e cinco e nove décimos por cento);
leite em po desnatado, 0 que apresentar menos que 1,5% (um e cinco décimos por cento). O
leite em pd devera conter somente as proteinas, acgUcares, gorduras e outras substancias
minerais do leite e nas mesmas proporcdes relativas, salvo quando ocorrer modificacdes
originais por um processo tecnologicamente adequado (RIISPOA, art.475).

Segundo o artigo 694 do RIISPOA entende-se como "soro de leite” o liquido residual
obtido a partir da coagulacdo do leite, destinado a fabricacdo de queijos e caseina. Os
ingredientes lacteos devem representar cerca de 51 % massa/massa (m/m) do total de
ingredientes obrigatérios ou matéria prima do produto, devendo apresentar 9g / 100 g de
proteina Lactea (RIISPOA, art.475). Segundo a RDC (Resolucdo de Diretoria Colegiada) n°
268 de 2005, os produtos proteicos de origem vegetal sdo os alimentos obtidos a partir de
partes protéicas de espécies vegetais, podendo se apresentar em granulos, pd, liquido ou
outras formas. J& a RDC n° 91 de 2000, diz que alimento com soja, assim como o leite de soja
é o0 produto cuja principal fonte de proteinas é proveniente da soja, classificando-se como um
produto pronto para 0 consumo e que necessita de preparo para ser consumido e a qualidade
da proteina de soja presente no produto, ndo deve ser inferior a 70% da qualidade da caseina
(ANVISA, 2000, RDC 91).

2.2 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO PROXIMO (NIR)

2.2.1 Origem da Espectroscopia na Regido do Infravermelho Préximo

Na literatura data de 1800 os primeiros documentos sobre a descoberta da regido do
Infravermelho Proximo (NIR), antes mesmo da descoberta da regido do Infravermelho Médio
(MID). Porém, apenas em 1950 estudos comecaram a ser realizados e divulgados por

22



espectroscopistas que se interessaram a verificar essa regido do espectro (BURNS et al,2001,
p. 4).

Em 1990, foram introduzidas as potencialidades da regido do infravermelho médio e
as técnicas de reflexdo: reflexdo total atenuada (ATR), detec¢édo fotoacustica e reflexdo difusa
com transformada de Fourier (DRIFTS), para anélise de alimentos e sua utilizacdo no controle
industrial (WILSON, et al 1999, p.86 citado por FERRAO et al 2004, p.333). Em 1991, foram
reveladas as vantagens do emprego da espectroscopia por reflexdo total atenuada (ATR) na
analise quantitativa de leite. No ano seguinte foram descritas as principais aplicacdes da
espectroscopia ATR na analise de leite, carne, Oleos, gorduras, manteiga, margarina, leite
condensado e frutas, onde foram avaliados tanto aspectos quantitativos quanto qualitativos,
como a certificacdo da qualidade. Atualmente a espectroscopia por reflexdo difusa no
infravermelho com transformada de Fourier, tem sido empregada com o objetivo de
discriminar varios ingredientes alimentares (REEVES Il et al 1998, p.3617; FERRAO et al
2004, p.334).

O uso da espectroscopia na regido do infravermelho proximo comecou a ser realizado
desde a década de sessenta quando Norris et al, apresentaram um método para determinar
umidade em sementes baseada na analise espectrofotométrica no infravermelho préximo
(WILLIAMS et al 1985, p.239). Em 1963, Hoffman apontou as vantagens da espectroscopia
na regido do Infravermelho Proximo com Reflectancia Difusa para a determinacdo do teor de
umidade em solidos. Ele apresentou a relacdo da reflectancia para o teor de umidade em
varias amostras sélidas incluindo farinha e amido. Ben-Gera e Norris apresentaram o efeito da
concentracdo de gordura no leite sobre o espectro de absor¢édo na regido do NIR (WATSON,
1977, p.835 A).

A espectroscopia NIR tem sido frequentemente aplicada em determinacbes de
moléculas organicas como proteina e gordura, sendo um método analitico que apresenta
resultados satisfatérios para essas determinagdes. Aplicacdes tém sido realizadas nas
indUstrias de petroleo, téxtil, carvdo, cosméticos, polimeros, quimica, tintas, farmacéuticas,
sendo aplicada também na restauracdo de imagens decorativas de pinturas historicas (ILARI,
1998, p.724; RUFINO 2004, p.21).

Com a chegada de computadores e o surgimento de instrumentos modernos, a
Espectroscopia na regido do Infravermelho Proximo se tornou uma técnica eficiente e
fascinante no campo da quimica analitica. Isto contribuiu para o aumento do nimero de
trabalhos realizados nesta area (NETO et al, 2006, p.1401; FERRAO et al, 2007, p.852).
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Inicialmente a aplicacdo da regido do infravermelho proximo na analise de alimentos foi
restrita a0 emprego da reflexdo difusa sendo amplamente empregada na analise de gréos,
farinhas e produtos industrializados, tendo destaque o emprego da espectroscopia NIR na
determinacdo de proteina em substituicdo ao método Kjeldahl, que, apesar de ser bastante
preciso apresenta procedimento lento, além de gerar uma grande quantidade de residuos
danosos ao meio ambiente (NETO et al, 2006, p.1403; FERRAO et al, 2007, p.854).

Entre os anos de 1950 e 1980, relatou-se os primeiros estudos sobre a descoberta e
tecnologia NIR, onde sua teoria vibracional, técnicas e instrumentos espectroscopicos
(caracteristicas e vantagens) e suas aplicacbes foram enfocadas. Nesta época também,
surgiram as primeiras analises qualitativas e quantitativas em produtos agricolas e
farmacéuticos utilizando reflectancia difusa (BURNS, 2001, p.27).

A partir de 1985 houve destaque para o desenvolvimento da tecnologia instrumental
com a construgdo de equipamentos cada vez mais modernos, acompanhados de softwares
proprios para o seu manuseio (NETO et al, 2006, p.1403). E com isso artigos enfatizando a
técnica NIR junto a quimiometria foram publicados, e dessa forma houve a necessidade da
construcdo de pacotes computacionais sofisticados, de facil operacdo, que auxiliassem no
tratamento dos dados multivariados (FERRAO et al, 2007, p.853). A literatura tem trazido
recentemente artigos que abordam a técnica NIR em sua origem, seus fundamentos, aspectos
tedricos e aplicacOes analiticas e a importancia desta técnica quando associada com técnicas

qguimiométricas.

2.2.2 Espectroscopia NIR no Brasil aplicada a andlise de leite em pd

O Brasil vem desenvolvendo pesquisas que crescem continuamente, o que resulta em
um consideravel aumento da producédo cientifica do pais. Atualmente o Brasil possui duas
importantes areas em estudos: a agricultura e a petroquimica. Na agricultora destacam-se
alguns trabalhos como: quantificagdo de cinzas e proteinas em farinha de trigo (FERRAO,
2004, p.335), determinacéo de proteina bruta e aminoacidos em farelo de soja (SIMAS, 2005,
p.45), quantificacio de adulterantes em leite em p6 (FERRAO, 2007, p.855), entre outros. E

na petroguimica tem-se a determinacdo dos parametros de qualidade de combustiveis, entre
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outros. H& também contribuicbes na &rea farmacéutica através da identificacdo de
medicamentos falsificados (SCAFI et al 2001, p.2219).

Referéncias internacionais podem também ser citadas: determinacdo de gordura,
lactose e proteina em leite (WOO et al, 2002, p.600), deteccdo de proteinas vegetais isoladas
de soja, ervilha e trigo em leite em p6 (MARABOLI et al, 2002, p.64), determinacdo de
proteina total em amostras de leite em p6 (KAMIZAKE et al, 2003, p.509), estudo sobre a
técnica de espectroscopia no infravermelho para a medicao rapida do teor de proteina no leite
em p6 com base no LS-SVM (WU et al, 2008, p.126) entre outros.

2.2.3 A Técnica NIR

A espectroscopia na regido do infravermelho proximo é uma técnica poderosa bastante
utilizada na determinacdo de compostos quimicos, sendo sua larga faixa espectral dividida
em: radiacdo do Infravermelho Préximo (780 a 2500 nm), Médio (2500 a 5x10* nm) e
Distante (5x10* a 1,0 x10° nm) (BURNS et al 2001, p.302; SKOOG, 2006, p.674). O que
pode ser observado na Figura 2.1.

Energia
10" v.Hz

A,

167 qe
0/,1015 1012

Microondas
proxlmo medio ‘dlstante

visivel infravermelho

FIGURA 2.1 — Espectro eletromagnético (Fonte: SKOOG, 2006, p. 674).

A espectroscopia do infravermelho proximo é aplicada em determinacdo qualitativa e
quantitativa de espécies moleculares de todos o0s tipos, as quais sao representadas através de
espectros de absorcdo, reflexdo ou emissdo, onde os métodos espectroscopicos utilizados séo
baseados na interacdo da energia radiante com a matéria e fornecem diferentes tipos de
informacdes, dependendo da regido espectral em que ocorrem (MCCLURE, 2003, p.489).

Nesta regido as moléculas experimentam transi¢des vibracionais e rotacionais podendo passar
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diretamente de um determinado nivel energético para dois ou mais niveis de maior energia.
As bandas de absor¢do mais proeminentes que ocorrem na regido do infravermelho préximo
estdo relacionadas a sobretons e combinacdes de vibracdes fundamentais de grupos funcionais
—CH, -NH, —OH e —SH (PASQUINI, 2003, p.203).

Assumindo o modelo do oscilador harménico, Figura 2.2, a mecanica quantica prevé
separagdes iguais entre 0s niveis vibracionais e assim impde a regra de selecdo Av==+1. J& em
oscilagbes anarmonicas, a separacao entre 0s niveis ndo é igualmente espacada diminuindo
para energias mais altas. Assim, a regra de selegdo Av==1 ¢ relaxada e transigdes com Av==+2
ou Av=+3 ddo origem aos sobretons, que sdo as transi¢cbes observadas no NIR. As bandas de
combinacdo aparecem entre 1900 e 2500 nm e sdo resultantes de interferéncias construtivas
de fregliéncias, isto €, suas freqiiéncias sdo a soma dos multiplos da cada freqiiéncia de
interacdo (SKOOG et al, 2006, p.684). A freqliéncia de vibracdo depende da forca da ligacédo
e da massa dos atomos, estando em acordo com a Lei de Hooke sendo representada em
namero de onda pelas equacgdes 2.1 e 2.2:

Ep=1%K(r-re)>=%K x* (2.1)

v=12n* (K % (2.2)

onde, E, = energia potencial,

K= constante de forca da ligacéo;

r = distancia internuclear;

re = distancia internuclear de equilibrio;
x = deslocamento;

v = ndmero de onda; e

p = massa reduzida (n = mimy/ms+m,)
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FIGURA 2.2 — Diagrama da energia potencial de oscilador: (1) harmdnico e (2) anarménico.
(Fonte: SKOOG et al, 2006, p,686)

Como os niveis de energia quantizados nao sdo igualmente distanciados por ndo se
comportarem como previsto para um oscilador harmdnico, as moléculas desviam da
idealidade comportando-se como um oscilador anarmonico. Isto porque bandas de transicéo
“hot bands” (bandas quentes), originarias de niveis vibracionais excitados (v+0), ndo possuem
a mesma freqiiéncia da banda fundamental. A Figura 2.3 mostra os trés tipos de transi¢oes

eletrénicas ocorridos nos niveis energéticos (SKOOG et al, 2006, p.69)

v=4 v =4 4 v=4 3
L= L= L=
[ T on
v=1] v=1] v=1] T
V=0 L L= v=_

Transicao fundamental Sobretons Bandas quentes

FIGURA 2.3 — Transigdes eletronicas entre os niveis vibracionais. (Fonte: SKOOG et al, 2006, p.687)
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As bandas de absorcdo NIR sdo largas, sobrepostas e de 10 a 100 vezes mais fracas
que suas bandas fundamentais na regido do infravermelho médio. Sua baixa absortividade,
permite, no entanto alta profundidade de penetracdo, o que é uma vantagem analitica,
permitindo analises diretas de fortes absorventes e nivelando amostras com espalhamento,
como os liquidos turvos ou sélidos nos modos de refletdncia ou transmitancia sem
necessidade de pré-tratamento. A dependéncia do sinal analitico NIR em relacdo as
propriedades quimicas e fisicas da amostra, que sdo resultantes da absorcdo e do
espalhamento, pode ser usada favoravelmente para realizar analises quimicas e fisicas em uma
Unica medida (MILLER et al, 1995, p.430). Os espectros em NIR sdo de dificil interpretacdo
devido a sua grande complexidade, em virtude da sua natureza (sobretons e bandas de
combinacéo de niveis vibracionais de energia) (SKOOG et al, 2006, p.670).

2.2.4 Instrumentacédo NIR

Muitos tipos de instrumentos NIR comerciais sdo U(teis para 0 processo de
medicOes, sendo o0s mais utilizados os fotometros de comprimento de onda fixo,
que usam comprimentos de onda da radiagdo NIR (WORKMAN, 1996, p.259). Fotdmetros
sdo geralmente mais baratos, de facil utilizacdo, mais adaptados para as condi¢Ges do
processo de espectrofotdmetros, porém sdo menos versateis e poderosos para realizar medidas
dificeis em sistemas complexos. Normalmente, os instrumentos NIR utilizam uma
metodologia de transmissdo de amostras transparentes, incluindo a maioria dos liquidos e
gases. Na transmissdo, a radiacdo NIR passa através da amostra e é detectada depois. Para
amostras opacas, incluindo solidos, € utilizada a geometria de reflexdo, onde a radiacdo na
amostra é refletida através dos instrumentos de deteccdo da radiacdo. Os espectrofotdmetros
usam uma variedade de métodos para produzir espectros de radiacdo NIR, incluindo redes de
difracdo, detectores de dispositivos de diodo, fontes de radiacdo de interferéncias com diodos
de emissdo de infravermelho e filtros 6pticos de comprimento de onda variavel (BENITO et
al, 2008, p.463). Geralmente, as medidas de NIR podem ser realizadas tendo em conta a
radiacdo transmitida / absorvida, a radiacdo refletida (difusa ou reflexdo interna total), ou
ambos ao mesmo tempo. E importante ressaltar que as caracteristicas necessarias para uma

boa instrumentacdo NIR estdo relacionadas, principalmente, & precisdo do comprimento de
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onda e a medida espectral. Os componentes basicos existentes numa instrumentacdo NIR sdo:
Fonte de luz, Seletor de A, Amostra, Detector e Registro (SKOOG et al, 2006, p.705). Os
calculos apropriados e 0os comprimentos de onda sdo determinados por uma grande variedade
de métodos matematicos conhecidos como quimiometria.  Métodos Quimiométricos
desenvolvem uma excelente medida utilizando estatistica para analisar os espectros de muitas
amostras. Os métodos quimiométricos padrdes incluem a regressdo linear multipla (MLR),
regressdo de componentes principais (PCR), andlise de componentes principais (PCA),
programa de modelagem independente para analogia de classes (SIMCA) e minimos
quadrados parciais (PLS) (BENITO et al, 2008, p.470).

Incontestavelmente os instrumentos com base na Transformada de Fourier sdo, os
equipamentos que combinam as melhores caracteristicas em termos de precisdo e exatiddo no
comprimento de onda, alta razao sinal/ruido e velocidade de varredura. Portanto, instrumentos
multiplexados com transformada de Fourier (FT) sdo apropriados tanto para medidas
qualitativas como quantitativas (SKOOG, 2006, p.734; WILLIAMS, 2001, p.241), sendo
utilizada em processamento de dados e substituido amplamente os instrumentos dispersivos,
ja que no decorrer dos anos os instrumentos foram reduzidos de tamanho para topo de
bancada e tornaram-se mais confidveis, de facil manutencdo, de custo mais vidvel e
competitivo (DURIG, 1990, p.104).

2.2.5 Reflectancia Difusa

A Reflectancia Difusa é um tipo de radiacdo que pode ser utilizada em equipamentos
que operam na regido do UV-VIS, infravermelho proximo e médio, designadas por
espectroscopia de reflectancia no infravermelho proximo (NIR) e espectroscopia por
reflectdncia difusa no infravermelho médio com transformada de Fourier (DRIFTS), sendo
esta técnica empregada em superficies ndo totalmente planas e podendo ser aplicada em um
solido continuo ou fragmentado (pulverizado). A reflectancia estd bem difundida na literatura
ja que pode ser aplicada com sucesso em analises de materiais sdlidos (FERRAO, 2004,
p.337; NEUMANN, 2002, p.2). Uma série de teorias empiricas sobre a reflectancia difusa
foram propostas, entre as quais a mais popular é a teoria de Kubelka-Munk (MOHAMMADI
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et al, 2004, p.2). A equacdo matematica de Kubelka-Munk que relaciona concentracéo (C) e

reflectancia (R) é representada pela equacdo 2.3:

C=(1-R)2R=k/s > R=R.IR, (2.3)

onde, R = reflectancia da amostra;

R; = reflectancia medida com um padrao de referéncia;

Ra= reflectancia da amostra (medida nas mesmas condi¢es);

k = coeficiente de absor¢do da amostra (proporcional a concentragdo) e

S = coeficiente de espalhamento da amostra. (MOHAMMADI et al, 2004, p.2).

A reflectancia depende dos coeficientes k e S. O k indica o quanto a luz foi absorvida
pela amostra e S determina a extensdo do espalhamento de luz pela amostra, antes dela
retornar a superficie. Assim, quanto menor for o espalhamento (S), maior sera a reflectancia
(R) do material. A funcdo de Kubelka-Munk é também conhecida como a lei de Beer da
espectroscopia de reflectancia, transformando espectros de reflectdncia em espectros
semelhantes a um espectro de absorbancia, pois relaciona reflectancia com concentracdo da
amostra. Por este motivo, a equacdo de Kubelka-Munk €é raramente empregada, sendo
substituida por uma mais préatica que relaciona o logaritmo com o inverso da reflectancia,
equacéo 2.4:
f(R)=logl/R (2.4)

Esta expressdo ndo difere muito da equacdo de Kubelka-Munk, uma vez que para pequenas
mudancas na reflectancia, é possivel assumir um comportamento linear (intensidade da banda
de absorcéo) com a concentracéo do analito (MOHAMMADI et al, 2004, p.2).

A reflectancia difusa ocorre quando um feixe de luz penetra na camada superficial das
particulas, excitando modos vibracionais das moléculas e espalhando radiacdo em todas as
direcOes. Parte dessa radiagdo € absorvida pela amostra, e a outra parte € refletida
difusamente. Como resultado, € obtido um espectro de reflectancia que contém informacoes
gualitativas e quantitativas sobre a natureza quimica do analito, conforme a Figura 2.4.
(WETZEL et al, 1983, p.1169; WILLIAMS et al, 2001, p.197).
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FIGURA 2.4 — Reflectancia difusa: (a) radiagéo incidente, (b) radiagdo refletida difusamente e (c) amostra
solida. (Fonte: SKOOG et al, 2006, p.711)

2.3 ANALISE MULTIVARIADA

2.3.1 Quimiometria

A Quimiometria é definida como a pesquisa e a utilizacdo de métodos matematicos e
estatisticos para o tratamento de dados quimicos de forma a extrair uma maior e melhor
guantidade de informac@es e resultados analiticos (BLANCO et al, 2006, p.354). A analise
multivariada é empregada em dados obtidos no infravermelho proximo (RUBIM, 2004,
p.218).

Por volta dos anos 60 os métodos instrumentais computadorizados para a analise
qguimica passaram a gerar grandes quantidades de dados, obtidos de maneira rapida e
despendendo menor esforco por parte dos analistas, sendo possivel analisar todos esses dados
e extrair maior quantidade de informacGes relevantes. Gracas a quimiometria, tornou-se
possivel empregar para fins analiticos a regido espectral do NIR, de modo que atualmente
pode-se afirmar que um equipamento para determinacdes analiticas por esta técnica baseia-se
no hardware (instrumento) e software (quimiometria) (MASSART, 1997. p.456). Na Industria
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Quimica em geral, a associagdo de ferramentas quimiométricas com técnicas instrumentais,
principalmente as espectrométricas e cromatograficas, € empregada no desenvolvimento de
métodos analiticos para controle de qualidade, qualificacdo de matéria prima e controle de
processos (OTTO, 1999, p.91; BLANCO et al, 2006, p.355). O crescimento dessa nova
disciplina deu origem a uma série de eventos e publicacbes de artigos e livros, trazendo
assuntos diversos, tais como planejamento de experimentos, otimizacdo, analise de dados
multivariados, entre outros (MASSART, 1997, p.457; SIMOES, 2008, p.15).

2.3.2 Pré-tratamento de dados

O pré-tratamento de dados é uma parte muito importante da quimiometria, tornando 0s
calculos computacionais mais precisos e exatos. E um procedimento comum que deve ser
aplicado aos espectros antes de qualquer técnica multivariada (classificacdo ou calibragédo)
(CHAMINADE et al, 1998, p.34).

Os sinais analiticos em uma medida instrumental representam a variacdo de uma
propriedade fisico-quimica em funcdo de uma variavel (comprimento de onda, pH, tempo,
etc). Existem ruidos na aquisicdo dos espectros que dificultam a interpretacdo e modelagem
das propriedades associadas aos sinais analiticos. Programas computacionais oferecem varias
técnicas de pré-tratamento de dados (CAMO S.A, 2008, p.219). Grande parte desses pré-
tratamentos reduz as variacdes aleatdrias dos espectros. S8o exemplos: suavizacdo Savizty-
Golay (SG), correcéo de espalhamento multiplicativo de luz MSC (do inglés “multiplicative

scatter correction”), cdlculo das derivadas, entre outros.

2.3.3 Alisamento Savitzky-Golay (SG)

Trata-se de um meétodo matematico de suavizacdo, baseado em uma regressao
polinomial, visando remover dos espectros a presenca de ruidos instrumentais aleatorios. O
alisamento Savitzky-Golay € um dos mais aplicados a dados espectrais e consiste em definir

uma janela de comprimento “n” e mové-la um ponto por vez ao longo de todo o sinal
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analitico. Executa-se uma regressao polinomial dos pontos (12, 22 e ordem superior) para
calcular o valor do ponto central (x) da janela e este passa a ser o valor suavizado. Este ajuste
traz como beneficio 0 aumento da razao sinal/ruido e quanto maior for o nimero de pontos
aplicados aos dados, maior serd a suavizacao dos espectros (SAVITZKY et al, 1964, p.1632).
Deve-se ressaltar que o alisamento SG também pode provocar perda de informacéao espectral
a medida que se aumenta o nimero de pontos a serem suavizados, como indicado na Figura
2.5 que ilustra exemplos de alisamento SG aplicado em espectros. Artigos recentes trazem a
aplicacdo deste pré-tratamento em principios e aplicacBes na ciéncia da producdo animal
(BERZAGHI et al, 2009, p.42), predicdo de propriedades selecionadas de leite de ovelha
(MOUAZEN et al, 2009, p.353), entre outros.

Resposta
Resposta

Nimero de variaveis Numero de variaveis

(@) (b)

FIGURA 2.5- Alisamento Savitzky-Golay: (a) para uma janela de 13 pontos e (b) para janelas com 0, 7, 13 e 25
pontos. (Fonte: SAVITZKY et al, 1964, p.1632).

2.3.4 Correcdo de Espalhamento Multiplicativo de luz (MSC)

Esta técnica de pré-processamento € empregada para corrigir o espalhamento de luz de
espectros obtidos por reflectancia difusa (NAES et al, 1990, p.667), tendo sido proposta pela
primeira vez, por Marten e Geladi para reduzir a diferenca de espalhamento de luz das
amostras antes da etapa de calibracdo (GELADI et al, 1985, p.493).

Na aquisicdo dos espectros por técnicas de reflectancia ocorre o espalhamento de luz,
pois as particulas das amostras possuem diferentes granulometrias e geometrias que sao
responsaveis pela dispersdo da luz em todas as direcdes, 0 que provoca uma das principais
fontes de erros em determinagfes analiticas, pois altera a relagcdo entre a intensidade das

medidas de reflectancia e a concentracdo das espécies presentes na amostra. Para amenizar
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este efeito, aplica-se a MSC ao conjunto de dados para obter espectros ideais (ou médias dos
espectros) para constru¢do de modelos mais precisos e robustos que possam oferecer uma boa
habilidade de previsdo (OSBORNE, 1988, p.264; NAES et al, 1990, p.668).

A aplicacdo do MSC apresenta grande utilidade na interpretacdo e modelagem dos
espectros que sdo tratados por reflectdncia difusa. Matematicamente, a correcdo de
espalhamento de luz é feita de acordo com algumas etapas:

12 - Um espectro médio X, € calculado a partir do conjunto total de espectros;

2% - Para cada espectro individual X; os parametros a; (coeficiente linear) e b; (coeficiente
angular) séo estimados por regressao, como mostra a equagéo 2.5:

Xi=ai+bi.Xm (2.5)

3% - Correcdo dos espectros, indicada pela equacéo 2.6:

Xicorr = (Xi—aj) / b (2.6)

(@
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FIGURA 2.6 — Curvas gaussianas: (a) sem aplica¢do do MSC e (b) com aplicacdo do MSC. (Fonte: SAVITZKY
etal, 1964, p.1633)

A Figura 2.6 ilustra a correcdo do espalhamento de luz para uma amostra que recebeu
o0 pré-tratamento MSC, indicando a grande capacidade que a técnica apresenta em reduzir a
diferenca deste espalhamento (NETO, 2004, p.5). Recentes pesquisas mostram a utilizacao de
MSC em monitoramento em qualidade de alimentos e bebidas (HUANG et al, 2008, p.307),
em analise dos principais componentes do leite em pd (WU et al, 2008, P.234), entre outros.
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2.3.5 Centrar na média

Este pré-tratamento é bastante simples. Apenas é necessario subtrair o valor de cada

elemento da j-ésima coluna pela média calculada para esta mesma coluna.
C_
Xij =Xij=Xmj (2.7)

onde, X;; © = elemento da i-ésima linha da coluna j centrado na média Xnj, que é o valor
médio da coluna j (NETO, 2004, p.6). Alguns trabalhos utilizaram a centragem na média,
como em analise exploratéria em quimica analitica com emprego de quimiometria: PCA e
PCA de imagens (MATOS et al , 2003, p.43).

2.3.6 Célculo das derivadas

O célculo das derivadas € empregado para correcdo de linha de base e pode ser
representado por um modelo linear, como mostra a equagéo 2.8:
A=ai+b (2.8)
Quando se aplica o calculo da 1* derivada o termo “b” é removido do modelo linear (equacao
2.9), e quando se aplica a 22 derivada exclui-se o termo “a” (equacgdo 2.10), conforme

equac0es abaixo.

dA/ di=a
(2.9)

d?Alda*=0 (2.10)

O algoritmo mais utilizado no célculo das derivadas é o de Savitzky-Golay (BEEBE
et al, 1998, p.46; SAVITZKY et al, 1964, p.1633). Lembrando que a utilizacdo das derivadas
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apresenta um problema: a amplificacdo dos ruidos espectrais, sendo importante a observacao
do uso correto de tal calculo. Recentes estudos mostram a utilizacdo do pré-tratamento com
derivadas em estudo da deteccdo de melanina em formula infantil (MAUER, et al 2009,
p.3975), determinacédo do teor de proteinas em auricula Auricularia (LI1U et al, 2009, p.4523),

entre outros.

2.4 TECNICAS MULTIVARIADAS

A anélise multivariada corresponde a um grande namero de técnicas que utilizam,
simultaneamente, todas as varidveis na interpretacdo tedrica do conjunto de dados, sendo
esses métodos operados através de softwares que realizam célculos matematicos complexos
com extrema habilidade. E preciso, porém, saber exatamente qual o objetivo a ser alcancado
no trabalho, para que se possa escolher uma técnica adequada para a avaliacdo estatistica das
informagdes, uma vez que cada método tem sua fundamentacdo tedrica e sua faixa de
aplicabilidade (NETO, 2004, p.8; FERREIRA, 1999, p.726).

Alguns exemplos dessas técnicas sdo: Andlise de Agrupamento Hierarquico (HCA),
Analise por Componentes Principais (PCA) e Programa de Modelagem Independente para
Analogia de Classes (SIMCA), empregadas para estudar o comportamento das amostras em
termos de similaridade (MOITA et al, 1998, p.468), a Regressdo Linear Multipla (RLM),
Regressdo por Minimos Quadrados Parciais (PLS), Regressdo por Componentes Principais
(PCR) e Redes Neurais (POPPI et al, 2001, p.868), aplicadas para fazer previsdes amostrais;
planejamento fatorial e simplex usados para otimizacdo de experimentos (NETO et al, 2003,
p.102). Como a finalidade deste trabalho é investigar a classificacdo (por similaridade) entre
as amostras e quantificacdo do teor de proteinas abordaram-se os métodos PCA, SIMCA, PLS
e PCR.
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2.4.1 Andlise por Componentes Principais (PCA)

A anélise por componentes principais é a base fundamental da maioria dos métodos
modernos para tratamento de dados multivariados, sendo introduzida em estudos cientificos a
partir de 1960. A PCA fornece as ferramentas adequadas para identificar as varidveis mais
importantes no espaco das componentes principais, descartando as informacdes redundantes e
agrupando as variaveis que estdo mais correlacionadas, permitindo que haja uma melhor visdo
estatistica dos resultados (CAZAR, 2003, p.1027).

A andlise PCA ¢é empregada comumente para separacdo ou classificacdo de grupos
amostrais e para identificacdo de amostras anémalas no modelo, de acordo com suas
similaridades. E bastante aplicada em trabalhos cientificos devido a sua versatilidade
(SORENSEN et al, 1998, p.867; PASCHOAL et al, 2003, p.215). E baseada no principio da
algebra linear, tendo como objetivo extrair o maximo de informacéo de uma tabela de dados
(matriz), convertendo-a em graficos que mostram a relacdo entre as amostras (linhas da
matriz) e as varidveis (colunas da matriz) para transformar um conjunto de dados complexos
(vérias dimensfes) em um conjunto mais simples (menos dimensdes). Ou seja, a PCA reduz o
nimero de variaveis originais e gera uma nova representacdo deste conjunto (espectros)
através de componentes principais que sdo ortogonais entre si (MASSART, 1997, p.460),

conforme a Figura 2.7 (a).

FIGURA 2.7 — (a) Grafico PCA
(Fonte: LIU, F et al, 2009, p.130)

Na analise PCA uma matriz X é decomposta no produto de duas matrizes: os “Scores”

(T) que contém a informac&o sobre as amostras e os “Loadings” (P) que contém informacoes

sobre as variaveis, sendo M1, M,,... Mn referentes aos espectros 1, 2,... n respectivamente, de
acordo com as equagdes 2.11 e 2.12.
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X =M1+My+M3z+... MN =TP1 + ToP>+ T3P3 ... Th Pn (211)

O célculo dos “scores” e “loadings” ¢ feito através do algoritmo da Decomposi¢ao de

Valores Singulares (SVD), sendo a matriz de dados escrita como:
X=USP" (2.12)

onde, P = matriz dos loadings; U.S = matriz T dos scores; U e P = colunas ortogonais e S =
matriz diagonal cujos elementos (valores singulares) contém a informacg&o sobre a variancia
(ou espalhamento entre os pontos) que cada componente descreve (CANDOLFI,1999, p.927),

sendo calculada segundo a equacéo 2.13:

p
%Var(PC;)=S;’/y. S;° x 100 (2.13)

i=1

onde, 0 denominador indica o valor da variancia total, “p” é o numero total de valores
singulares do conjunto de dados e o numerador indica o valor da variancia de cada PC. A
Figura 2.7 (b e ¢) mostra o grafico de uma PCA bidimensional que contém as componentes
principais, “scores” e “loadings” (CANDOLFI et al, 1999, p.927).

R {b) 1 pc ©

o2 t

GES

6 = 6
e o p'1 = cosB, ° o
) p’z = cos 9,

FIGURA 2.7 - (b) loadings ou cossenos dos angulos do vetor dire¢do, (c) componente principal (PC) orientada
no sentido de maior variabilidade dos dados, t; e t, sdo 0s scores ou projecdes das amostras na dire¢do da PC.
(Fonte: LIU, F et al, 2009, p.130)

A construcdo do grafico PCA e feita através de softwares sofisticados obedecendo a seguinte
sequéncia:
12 - realiza-se o tratamento da matriz de dados usando-se as técnicas de pré-
processamento citadas anteriormente;
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2% - Criam-se variaveis de categoria (ou cddigos) para cada classe de amostras,
individualmente;

3% - Selecionam-se 0s nameros de variaveis e amostras, sugerindo um numero de PCs
a serem usadas no modelo;

42 - Aplica-se a técnica da validagdo cruzada (“Full Cross Validation”) para determinar
0 numero 6timo de PCs para a modelagem de cada classe com os dados centrados na média;

52 - Por fim, executa-se a analise de PCA, onde sdo feitas combinac@es lineares dos
dados para gerar o grafico dos scores.

A validagdo cruzada ¢ um método realizado no proprio “software” no momento da
construcdo do grafico PCA e tem por objetivo escolher o nimero de componentes principais
necessarias ao modelo baseando-se na avaliacdo do seu erro de previsdo (CAMO S.A, 2008,
p.258). Algumas publicacdes recentes citam o uso de PCA em andlise rapida e ndo-destrutiva
da qualidade de frutos de damasco (BUREAU et al, 2009, p.1324), entre outras.

2.4.2 Modelagem Independente para Analogia de Classes (SIMCA)

O SIMCA ¢é um método quimiométrico probabilistico e modelativo fundamentado na
analise por componentes principais, onde para cada classe de amostras, cria-se um modelo
PCA separadamente, onde sdo construidos envelopes em torno de cada classe de amostra de
acordo com as componentes principais que melhor agrupam as classes (CAMO S.A,2008,
p.259; MAESSCHALCK, 1999, p.68), como mostrado na Figura 2.8.

FIGURA 2.8- Modelo SIMCA de classificacdo. (Fonte: LIU, F et al, 2009, p.130)

O agrupamento das classes é feito através do calculo da distdncia da amostra ao

modelo, que é a variancia residual para cada amostra de uma determinada classe (S;) e da
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A\

variancia residual total (Sp), conforme as equacbes 2.14 e 2.15 (CAMO S.A, 2008, p.260;
MAESSCHALCK, 1999, p.68).

P 2
D8
i=1

5=\ oa) (2.14)
LY
So = = (2.15)

(N —A -1)(P-A)

onde, N = nimero de espectros (ou amostras) usado no modelo, A = nimero de componentes
principais, P = o numero de varidveis (ou comprimentos de onda), i e j = indices das amostras
e variaveis, respectivamente (CAMO S.A, 2008, p.260; MAESSCHALCK, 1999, p.68).

Depois de calculadas as variancias residuais, aplicam-se o teste F (Fischer) para
verificar a posigdo da amostra no modelo, conforme a equagéo 2.16

F=Si?/Se>XN / (N— A —1) (2.16)

Este valor é comparado com um valor critico de F (tabelado), em um determinado nivel de
probabilidade e graus de liberdade. O julgamento da classificacdo das amostras é feito da
seguinte maneira (CAMO S.A, 2008, p.260; MAESSCHALCK, 1999, p.69):

Nivel de probabilidade (0,1 — 1,0): amostra pertence ao modelo.
Nivel de probabilidade (< 0,05): amostra ndo pertence ao modelo.
Nivel de probabilidade (0,05 — 0,1): amostra “outliers”.

O SIMCA expressa 0s resultados em forma de uma tabela, onde sdo mostradas com
asteriscos, as amostras que sdo classificadas e a que classe pertencem. Na constru¢do do

modelo podem ocorrer dois tipos de erros:

Erro Tipo I: amostra pertence a mais de uma classe;
Erro Tipo Il: amostra ndo pertence a nenhuma das classes conhecida (“outliers”). (CAMO
S.A,2008, p.261). Alguns pesquisadores recentemente realizaram o método SIMCA em

classificacdo de tomates com diferentes gendtipos (XIE et al, 2009, p.35), entre outros.
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2.4.3 Regressao por Componentes Principais (PCR)

O algoritmo utilizado no método de regressao por componentes principais (PCR),
emprega etapas semelhantes a andlise por componentes principais (PCA), decompondo a
matriz de dados X (varidveis independentes) e relacionando os resultados do PCA com o0s
dados de interesse (variaveis dependentes ou matriz Y). Nos modelos que envolvem dados
espectroscopicos, a matriz X é composta por valores de absorbancia para medidas por
transmissao ou por (log 1 / R) para medidas de reflexdo. A matriz X apresentara tantas linhas
quanto for o numero de amostras modeladas e tantas colunas quanto for o nimero de
frequiéncias (ou nimero de onda) selecionadas para 0 modelo. A matriz Y, terda 0 mesmo
nimero de linhas que a matriz X, e seu numero de colunas respectivo aos nameros de
parametros de interesse, que podem ser relacionados as concentracdes de diversas espécies
quimicas, bem como propriedades fisico-quimicas relacionada a informacdo contida no
espectro (FERRAOQ, 2000, p.65).

A vantagem do método PCR ¢ o fato de ndo ser sensivel aos problemas induzidos pela
correlacdo entre variaveis, que se apresentam em conjunto de dados espectroscopicos. Para se
obter bons resultados com o PCR é preciso observar algumas particularidades como: fazer
selecdo do menor nimero de variaveis, pois a introducdo de varidveis desnecessarias provoca
a reducdo da precisao dos valores na etapa de previsdo e escolher as varidveis independentes
gue ndo estejam correlacionadas altamente umas com as outras, uma vez que essa
colinearidade pode provocar instabilidade dos coeficientes de regressio (FERRAO, 2000,
p.65). O método PCR é realizado em duas etapas: primeiro a informacédo espectral € utilizada
no calculo dos espectros das componentes principais € em seguida, 0s espectros das
componentes principais e as variaveis dependentes sdo empregadas, gerando o modelo de
calibracdo. O resultado desse processo € uma equacdo linear, equacdo 2.25, proveniente da

regressao.

Y=t.b+e (2.25)
Onde, b = vetor de coeficiente de regressao a serem determinados e a = vetor de erro.
Os coeficientes de regressdo sdo calculados pela modelagem dos componentes

principais, originados no processo de compressao da matriz x, realizado pelo algoritmo SVD

(FERRAO, 2000, p.66). Alguns trabalhos envolvendo PCR s&o estimativa da composicao do
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leite fresco (ARTIME et al, 2008, p.1473), quantificacdo de célcio em comprimidos
(MAZUREK et al, 2009, p.169), entre outros.

2.4.4 Regressao por minimos quadrados parciais (PLS)

O meétodo PLS é o mais amplamente aplicado no processo de calibragdo multivariada
na técnica de espectroscopia. O modelo PLS tem a capacidade de desenvolver uma relacéo
linear entre os dados espectrais e as variaveis quimicas. Este método foi desenvolvido na
década de 70 por Hermam Wold, sendo as informacfes espectrais e as informacdes das
concentragdes usadas a0 mesmo tempo na fase de calibracdo. E um método de previsdo de
uma informag&o y, a partir de valores de medida, como absorbancia x, via alguma fungdo de
transferéncia 'y = f (x) (LI1U, et al, 2009, p.4524).

No modelo PLS a matriz de espectros é decomposta em matrizes de variacdes dos
espectros, denominados loadings ou pesos e em posi¢cdo das amostras, denominada escores,
onde os espectros originais sas considerados combinacdes lineares das variacGes dos espectros
e 0s escores representam suas contribuicdes. Neste modelo as informacgdes espectrais e as
informacdes das concentracdes sdo usadas ao mesmo tempo na fase de calibracdo (GELADI
et al, 1986, p.494; SIMAS, 2005, p.25).

Na construcdo dos modelos, é utilizado tanto as informacdes da matriz de dados
espectroscopicos (matriz X), como as informacgdes da matriz de concentracdes (matriz Y).
Este modelo estende o conceito do modelo inverso (propriedade sendo funcdo da resposta
instrumental) onde as variaveis originais sdo trocadas por um subconjunto truncado das
variaveis latentes dos dados originais (FERRAO, 2000, p.71).

Para se determinar mais de uma espécie de interesse, as matrizes X e Y sdo
decompostas em suas matrizes de pesos e escores respectivamente, como mostra as equagoes
2.17e2.18.

X=TPT+E (2.17)
Y=UQ'+F (2.18)
Onde:

T e U = matrizes dos escores
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P e Q = matrizes dos pesos das matrizes X e Y
E = matriz de residuos espectrais

F = matriz dos residuos de concentracédo

O modelo final em PLS consiste em relacionar linearmente os escores da matriz X com 0s
escores da matriz Y, de acordo com as equacbes 2.19 e 2.20 (SIMOES, 2008, p.20;
CHAMINADE et al, 1998, p.35).

U=BT+G (2.19)
Y=BTQ"+H (2.20)
onde:

B = matriz dos coeficientes de regressdo
G = matriz de residuos dos escores
H = matriz de residuos de concentracdo

Uma boa calibracéo leva em consideracdo parametros de medidas de tendéncia central,
dispersdo e qualidade dos modelos que serdo descritos para se poderem avaliar os modelos
desenvolvidos. E necessario compreender a identificagdo das amostras andmalas, através das
medidas que descrevem o quanto a amostra esta distante do centro do modelo ou dos vizinhos
mais proximos. Por isso existem alguns recursos para melhorar a compreensdo dos dados
obtidos (LIU, et al, 2009, p.4525). Um deles € o erro padrdo de calibracdo (SEC) que é a raiz
guadrada da soma dos quadrados de erros entre os valores de referencia e 0s valores previstos
divididos pelo grau de liberdade. Outra notacdo utilizada é o SEP que se refere ao conjunto de
amostras empregadas para a previsdo. Ja as variaveis latentes (VL) sdo determinadas pelo
PRESS que ¢é a soma dos desvios quadrados para os valores estimados em relacdo aos valores
atuais (FERRAO et al, 2004, p.335; SIMAS, 2005, p.26).

Para a determinacdo do numero de componentes principais empregadas na
modelagem, seria ideal a utilizagdo de um conjunto-teste de dados. Como isso pode ser um
processo demorado e caro, 0 método de validacdo cruzada é uma alternativa pratica que
apresenta excelentes resultados. A validacdo cruzada ¢ uma metodologia utilizada para a
determinacdo do numero de componentes principais baseada na avaliacdo da magnitude dos
erros de previsdo de um dado modelo de calibracdo. Esta avaliacdo é feita pela comparacao
das previsdes das concentracdes previamente conhecidas (yi, i = 1:n). Este método consiste

em remover uma amostra i do conjunto de calibragdo, construir-se o0 modelo, usar 0 novo
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modelo para prever os dados removidos (¥ ), calcular-se o erro de previsao (y - ¥) e calcula-se

a soma dos quadrados dos erros de previsdo que é definido pela equacéo 2.21

PRESS=Y(y - ) (2.21)
Onde, y é o valor conhecido e § é o valor calculado (RUFINO, 2004, p.37).

Para validar o modelo € utilizada uma série de amostras de referéncia, de composicéao
que ndo estejam contidas na etapa da calibracdo (validacdo externa). Para obter uma boa
estimativa da habilidade de previséo, a série de amostras de validagdo deve ser representativa,
ou seja, suas concentragdes devem estar dentro do intervalo da concentracdo de calibracédo e
das concentracdes de amostras futuras. Também, ndo se pode esperar uma boa previsao pela
extrapolacdo da faixa do modelo de calibracdo, a menos que a resposta linear seja precisa
(FERREIRA et al, 1999, p.728). A determinacdo do erro padréo de calibracdo (SEC) e do erro
padrdo de previsdo (SEP) pode dar uma boa medida do desempenho do modelo e, é definido

pela equacao 2.22
SEC=[>(-§)? I n-p-11* (2.22)

onde, y = valor conhecido ¢ § = valor calculado, n = nimero de amostras utilizadas para a
calibracdo e p = nimero de componentes principais utilizadas. O valor de SEP é obtido do
conjunto de amostras de validacdo. Sdo considerados bons modelos, aqueles que apresentam
valores de SEC e SEP minimos e ambos préximos. A habilidade de previsdo de um método
analitico pode ser descrito em termos do erro relativo. Esse erro pode ser usado para
comparacdo dos resultados entre diferentes métodos e determina a exatiddo que pode ser
esperada para amostras de composicao desconhecida (MESSERSCHMIDT, 1999, p.73) sendo
definido pela equagdo 2.23.

ER%=[|(y-)I/ y | x 100 (2.23)

onde, y = valor conhecido e ¥ = valor calculado.

Precisdo é uma medida da reprodutibilidade de um resultado quando medido varias
vezes e 0s valores forem muito proximos uns dos outros, e a exatiddo se refere a qudo
proximo o valor de uma medida esta do valor “verdadeiro” (SAVITZKY et al, 1964, p.1632).
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Os indices de precisdo para comparar repetibilidade é o desvio padrdo (SD), definido pela
equacéo 2.24.

SD=[> @’ -ym)* n1"?] (2.24)

Onde, ym = valor médio das concentragoes previstas, e y’ = valor das concentragdes previstas
e n = numero de medidas independentes (RUFINO, 2004, p.38). Alguns estudos que
utilizaram PLS: medicdo rapida do teor de proteina no leite em pé (WU et al, 2008, p.128),

tracos de ferro e zinco em leite em p6 (WU et al , 2009, p.1699), entre outros.

2.5 METODO CLASSICO PARA DETERMINACAO DE PROTEINAS: KJIELDAHL

A determinacdo de Nitrogénio total (NT) proposta por Kjeldahl em 1883, ainda €
bastante utilizada por ser uma técnica confiavel, com rotinas bem estabelecidas,
permanecendo praticamente a mesma ao longo do tempo. Com poucas modificagdes. Esta
técnica possibilita a determinacdo indireta de proteinas em varias amostras bioldgicas,
(YASUHARA et al, 2001, p.1481; COTTA et al, 2006, p.69).

O método se baseia na decomposicdo da matéria organica através da digestdo da
amostra a 400° C com é&cido sulfurico concentrado, em presenca de sulfato de cobre como
catalisador que acelera a oxidacdo da matéria organica. O nitrogénio presente na solucdo
acida resultante é determinado por destilacdo por arraste de vapor, seguida de titulacdo com
acido diluido As reacBes quimicas que se passam durante o processo da determinacdo dos
compostos nitrogenados podem ser resumidas da seguinte forma: destilacdo, digestdo e
titulagdo (COTTA et al, 2006, p.70).

Durante o processo de digestdo ocorrem algumas reagdes onde o carbono contido na
matéria organica € oxidado e o dioxido de carbono (CO,) se desprende. Durante o processo da
digestdo a solucdo passa de uma coloracdo escura (preto) para um verde claro. Além dos
agrupamentos protéicos, existe o nitrogénio sob a forma de amina, amida e nitrila, que é

transformado em amo6nia (NH3) a qual reage com o H,SO,, formando o sulfato de amdnio
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((NH4)2S0O,), e esse ao esfriar forma cristais. Apds a digestdo inicia-se 0 processo de
destilacdo que pode ser feito por aquecimento direto ou por arraste de vapor. O sulfato de
amonio é tratado com hidroxido de sodio (NaOH), em excesso, ocorrendo a liberacdo de
amonia. Ao se adicionar o hidroxido de sodio, deve-se utilizar algumas gotas de solucéo
indicadora, no destilador, para garantir um ligeiro excesso de base. A amodnia que desprende
na reacdo é coletada num frasco contendo acido bérico (H3BOs) com o indicador,
previamente adaptado ao conjunto da destilacdo. Considera-se terminado o processo, quando
toda a amonia ja se desprendeu. A solugdo contendo acido borico com o indicador que no
inicio apresentava coloracdo résea adquire a cor azulada & medida que vai se formando o
borato de aménio (NH;H,BO3). A Ultima etapa do processo corresponde a titulagdo, onde o
borato de aménio é titulado com uma solucdo padrdo de acido cloridrico (HCI) de titulo
conhecido até a viragem do indicador. E assim o nitrogénio total (NT) é determinado pela

equacéo 2.26

NT=(Va—Vb)xF x 0,1 x 0,014 x 100 / P1, (2.26)

Onde:

NT — teor de nitrogénio total na amostra, em percentagem;

Va — volume da solucéo de &cido cloridrico gasto na titulacdo da amostra, em mililitros;
Vb — volume da solucdo de acido cloridrico gasto na titulacdo do branco, em mililitros;
F — fator de correcdo para o acido cloridrico 0,01 mol/L;

P1 — massa da amostra (em gramas).

Na determinacdo da proteina bruta, multiplica-se o valor do nitrogénio total
encontrado pelo método de Kjeldahl por um fator que converte o nitrogénio em proteina.
Convencionalmente, em amostras de alimentos para animais: plantas forrageiras, racoes
concentradas, entre outros materiais, a proteina bruta (PB) é expressa pelo fator 6,25,
considerando que a maioria das proteinas contém nas suas moléculas aproximadamente 16%

de nitrogénio. A equacéo 2.27 abaixo é utilizada para determinar a proteina bruta:

PB=NTxFy (2.27)
Onde:

PB — teor de proteina bruta na amostra, em percentagem:;
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Fn—6,25.

Se Expressa o resultado corrigido, tendo-se como base de correcdo a matéria seca a
105° C. Deve se fazer testes em branco com o objetivo de eliminar a interferéncia e
contaminacdo dos reagentes (GALVANI et al, 2006, p.3). Alguns estudos com o método
Kjeldahl sdo validacdo do método para determinacdo de nitrogénio kjeldahl total (COTTA et
al, 2007, p.70), avaliacdo da composicao quimica de sedimentos do Rio Barigui (FROEHNER
etal , 2008, p.2022), entre outros.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 REAGENTES E SOLUCOES

Para a determinacdo de proteina através do método Kjeldahl utilizou-se os seguintes
reagentes e solucoes:

Acido sulftrico concentrado P.A (VETEC); catalisador sulfato de potéassio (K;SO,)
(VETEC) + sulfato de cobre (CuSO,) (Reagen) preparado na seguinte proporgédo: 0,05g de
K,SO, para 2 g de CuSQy; hidroxido de sodio 40% m/v (VETEC); acido boérico 10 % m/v
(VETEC); solucdo indicadora [vermelho de metila 0,2% m/v + azul de metileno 0,2% m/v]
(Synth); &cido cloridrico 0,0196 mol .L™* (VETEC).

3.2 AMOSTRAS

Adquiriu-se um total de 53 amostras, entre elas: leite integral, leite desnatado, leite
semidesnatado, nestogeno (alimento para lactentes), leite de soja e soro de leite, no periodo de
Agosto de 2008 a Janeiro de 2009, provenientes de supermercados das regides metropolitanas
de Natal, Salvador e Rio de Janeiro. Realizou-se a determinagdo do teor de proteinas através
do método de referéncia e obtiveram-se espectros NIR a partir dos quais se construiram

modelos de classificacdo e regressdo para as referidas amostras.

3.3 METODO DE REFERENCIA: KJELDAHL

As 53 amostras foram utilizadas para a determinacédo do teor de Nitrogénio, através do
Método Kjeldahl, com as determinagdes realizadas em triplicata no laboratorio de Quimica
Analitica Aplicada na UFRN.
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Para a determinagdo do método Kjeldahl utilizou-se cerca de 0,1 g de amostra de leite
em po juntamente com 2,05 g do catalisador, para em seguida realizar-se o processo de
digestdo com 4 mL de acido sulfarico a uma temperatura de 350°C por um periodo de 3
horas. Em seguida realizou-se o processo de destilacdo, em um destilador de Nitrogénio da
marca Tecnal, adicionando-se a amostra 15 mL de hidréxido de sddio e por fim a titulacdo

com acido cloridrico.

3.4 INSTRUMENTACAO

A seguir sdo ilustrados os equipamentos utilizados na realizacdo da parte
experimental. A Figura 3.1 (a) representa o espectrofotometro NIR, composto por uma fonte
de luz, seletor de A, amostra, detector e registro. A fonte de luz é o local de onde emerge a
radiacdo continua que ira penetrar no material analisado. O seletor é um dispositivo que
seleciona a radiacdo na faixa de interesse. A célula de medida (porta amostra) deve ser
transparente para armazenar a amostra. O detector capta a radiacdo que é refletida pelo
material e converte esta radiagdo em um sinal elétrico, atraves do qual se obtém os espectros

desejados. E o registro processa e registra o sinal analitico emitido pelo detector.

Ja para a determinacéo de proteinas pelo método Kjeldahl foi utilizado o destilador de
nitrogénio, representado na Figura 3.1 (b) onde ocorre arraste de vapor. O sulfato de aménio é
tratado com hidroxido de sddio, ocorrendo a liberacdo da amonia, que é coletada num frasco

erlenmeyer.
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(b)

FIGURA 3.1 - Instrumentacdo: (a) Espectrofotdmetro FT-NIR com acessdrio de reflectancia difusa. (b)
Destilador de Nitrogénio.

3.5 METODO ESPECTROSCOPICO

3.5.1 Obtencéo dos espectros

A aquisicdo dos espectros em triplicata foi realizada através de um espectrofotdmetro
da marca Bomem MB 160 no 1Q da UNICAMP, considerando-se as seguintes condices:
regi&o espectral de 714 a 2500 nm, resoluc&o de 8 cm ™ 50 varreduras para cada espectro e 0s
sinais analiticos expressos como absorbéncia, utilizando - se um acessério de reflectancia
difusa. As amostras de leite ndo sofreram nenhum tipo de tratamento prévio, sendo retiradas
diretamente de suas embalagens sem sofrer qualquer adi¢do de reagente ou processo quimico
e adicionadas em frascos de vidro apropriados (porta amostra) e posicionadas no acessorio de
reflectancia difusa no modo rotativo, obtendo-se primeiramente o espectro de referéncia.
Como referéncia utilizou-se o material politetrafluoretileno, o qual foi utilizado para realizar a
calibracdo do equipamento antes das analises realizadas. O material no porta amostra, foi
posicionado no acessorio de reflectancia difusa e sua medida realizada nas mesmas condicGes

em que seriam realizadas as medidas das amostras.
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3.6 ANALISE QUIMIOMETRICA

A importacdo dos dados obtidos, seu pré-tratamento e a construcdo dos modelos
quimiométricos foram realizados utilizando o software Unscrambler 9.8 da Camo S.A.

O Pré - tratamento dos dados deve ser aplicado aos espectros antes de qualquer técnica
multivariada, seja calibracdo ou classificacdo (CHAMINADE et al, 1998). Alguns aplicados
nesse trabalho foram alisamento Savizty-Golay, correcdo de espalhamento multiplicativo
(MSC) e célculo das derivadas.

Os modelos utilizados neste trabalho foram de classificacdo SIMCA e regressédo PLS e
PCR. As amostras foram subdivididas em trés categorias: 27 amostras para a fase de
calibracdo, 13 amostras para a fase de validacdo e 13 amostras para a fase de previséo,
seguindo a seguinte ordem: a 12 amostra selecionada para a calibracéo, a 22 para a validagéo, a
3% novamente para a calibracdo e a 42 para a previsdo, repetindo-se essa ordem até a ultima

amostra.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ATRIBUICAO DE BANDAS NO NIR

Na regido do infravermelho proximo (NIR) as moléculas experimentam
transi¢cOes vibracionais e rotacionais que podem passar diretamente de um determinado
nivel energético para dois ou mais niveis de maior energia. Devido a este fato, o NIR,
apresenta bandas de combinag&o e de sobretons. Essas ocorréncias espectrais provém de
moléculas com ligages C-H, N-H e O-H, como mostra a Tabela 4.1.

TABELA 4.1 — Regido espectral e transi¢8es eletronicas no NIR

Comprimento de Onda (nm) Grupo funcional Transicdes eletronicas
2200 a 2500 C-H
*2110 a 2205 — 2250 a 2260 *N-H(aminas) ) ]
Combinacéo de vibragdes
O-H(4gua)
1800 a 2200 O-HN-H Combinacéo de vibragdes
*1910 a 1980 *C=0 (amidas) Segundo Sobretom
1900 a 1950 O-H (4gua) Combinacéo de vibracoes
1600 a 1800 C-H Primeiro sobretom
1420 a 1600 N-H O-H Primeiro sobretom
*1450 a 1460 *N-H (amidas) Primeiro Sobretom
*1490 a 1510 *N-H (aminas) Primeiro Sobretom
1400 a 1470 O-H (4gua) Primeiro Sobretom
1300 a 1420 C-H Sobretom de combinacfes
1100 a 1300 C-H Segundo sobretom
*1050 a 1080 *N-H (aminas) Segundo Sobretom
800 a 1100 N-H C-H Terceiro sobretom

Em algumas regides existem variaveis contendo informac6es importantes para a

construcdo dos modelos de calibracao e regressdo para determinagdes dos componentes
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de cada amostra, como os grupos funcionais mais importantes referentes a proteinas
(*)(BURNS et al,1992).

Analisaram-se 53 amostras de leite em p6, das quais as mais importantes foram
divididas em quatro classes: leite integral, leite desnatado, leite de soja e soro de leite.
Cada tipo de amostra apresentou bandas caracteristicas que podem ser visualizadas na
Figura 4.1.

1,0 —
Desnatado

—— Integral
0,8 ———S0ja ~
Soro

0,6

Absorbancia

04

0,2

0,0

T T T T T T T T T T T T T
750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 2500

Comprimento de Onda / nm

FIGURA 4.1 — Espectros de Reflectancia Difusa Originais de amostras de cada uma das classes de leite
em po.

As quatro classes de leite apresentaram espectros semelhantes. Todas
apresentaram bandas intensas de C-H do segundo sobretom entre 1100 e 1300 nm, O-H
da &4gua em torno de 1450 nm pertencente ao 1° sobretom; N-H (proteina) pertencente
ao primeiro sobretom entre 1471 e 1580 nm; C-H do primeiro sobretom entre 1690
e1761; O-H da 4gua em torno de 1940 nm; e as principais bandas referentes a proteinas:
combinacdo N-H em torno de 2000 nm no leite integral (linha vermelha), 2058 nm no
leite de soja (linha azul), entre 2007 e 2164 nm no leite desnatado (linha preta) e entre
2075 e 2097 nm no soro de leite (linha verde).Banda N-H do 2° sobretom em torno de
2180 nm nas amostras de leite integral e desnatado e banda C-H do 2° sobretom em
torno de 2300 nm para as quatro classes com maior intensidade para as amostras de leite
integral e soro de leite. Analisando estes espectros foi possivel observar que as amostras

das quatro classes se comportam de modo semelhante em relacdo a sua composicao.
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4.2 PRE - TRATAMENTOS

Realizaram-se 0s seguintes pré — tratamentos para o conjunto de espectros
originais em busca do melhor modelo de classificagdo e regressdo para esta matriz de
dados: Correcdo de Espalhamento Multiplicativo de luz (MSC), alisamento e 1% e
2%erivadas Savitzky-Golay. Construiu-se um conjunto de dados com 53 espectros
(amostras) e 2.595 variaveis (comprimentos de onda), representado pela matriz (53 x

2.595), extraidos da Figura 4.2.

Absorbancia
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FIGURA 4.2 — Espectros Originais de Reflectdncia Difusa das 53 amostras de leite em p6.

A Figura 4.2 mostra 0s espectros originais das 53 amostras de leite em pd sem a
realizacdo de nenhum pré-tratamento, com ruidos instrumentais e erro no espalhamento

de luz.

4.2.1 Espectros com alisamento Savitzky-Golay (SG) e correcdo de do

espalhamento multiplicativo de luz (MSC)

Aplicou-se 0 método de alisamento Savitzky-Golay visando remover dos
espectros ruidos instrumentais aleatorios, promovendo assim uma suavizagdo
(alisamento) do espectro. Com isso obteve-se 0o aumento da razdo sinal/ruido. Apds a
realizacdo do método de alisamento Savitzky-Golay os espectros foram submetidos a

correcdo de espalhamento multiplicativo de luz, cuja finalidade foi minimizar os efeitos
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de luz que ocorrem durante a aquisicdo dos espectros, devido a algumas diferencas nas
particulas das amostras tais como granulometria, morfologia e geometria. O MSC foi
empregado como um pré-tratamento dos dados antes da aplicacdo de qualquer técnica
quimiométrica para refinar as informacdes contidas nos espectros e permitir a
construcdo de modelos mais robustos e precisos. A Figura 4.2.1 ilustra a suavizagdo dos

espectros, bem como a correcdo do espalhamento de luz.

Absorbancia

I ¥ T T T ¥ T ¥ T ¥ T ¥ T r
750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 2500

Comprimento de Onda / nm

FIGURA 4.2.1- Espectros Originais de Reflectancia Difusa das 53 amostras de leite em p6 apds os pré-
tratamentos de alisamento e MSC.

Comparando-se as Figuras 4.2 e 4.2.1 pode-se observar a suavizagdo dos
espectros originais, 0 que permitiu se obter uma melhor razao sinal/ruido e a correcdo

do espalhamento multiplicativo de luz.

4.2.2 Espectros com aplicacdo da 12 derivada (Savitzky-Golay)

Aplicou-se aos espectros a primeira derivada, com a intencdo de maximizar e
acentuar as informacdes dos espectros para obtencdo de um melhor modelo de
classificacdo. Utilizando-se um polindbmio do 1° grau, realizou-se o calculo da 12
derivada com janelas de 9, 15, 21 e 31 pontos para correcdo de linha base, conforme o
método de Savitzky-Golay. Os melhores resultados foram obtidos utilizando-se janelas
com 15 e 21 pontos, com uma melhor suavizagdo dos espectros. A Figura 4.2.2 (a)

ilustra as amostras com 12 derivada em janela de 15 pontos.
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FIGURA 4.2.2 (a) - Espectros de Reflectancia Difusa Originais das 53 amostras de leite em po, apés a
realizacdo da 12 Derivada, em janela de 15 pontos.

Apbs a realizacdo da 1?2 derivada em janela de 15 pontos, realizou-se também a
12 derivada em janela de 21 pontos, observando-se uma suavizagdo dos espectros

semelhante a anterior. A Figura 4.2.2 (b) demonstra esse resultado.

1 N —
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FIGURA 4.2.2 (b) — Espectros de Reflectancia Difusa Originais das 53 amostras de leite em po, apds a
realizacdo da 12 Derivada em janela de 21 pontos.
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4.2.3 Espectros com aplicacdo da 22 derivada (Savitzky-Golay)

A 2% derivada também foi aplicada aos espectros para tentar maximizar e
acentuar suas informagGes com a intencdo de se obter um melhor modelo de
classificacdo. O calculo da segunda derivada foi realizado utilizando - se um polinémio
do 2° grau e janelas de 9, 15, 21 e 31 pontos. A seguir estdo exemplificados os melhores
resultados obtidos para as janelas com 15 e 31 pontos, utilizados no modelo de

classificacdo. As Figuras 4.2.3 (a) e (b) a seguir ilustram os resultados.

0,0008
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0,0004
0,0002
0,0000
-0,0002

-0,0004 —

Absorbancia
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-0,0008 —
-0,0010 -

-0,0012 4 -
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FIGURA 4.2.3 (a) — Espectros de Reflectancia Difusa Originais das 53 amostras de leite em po, ap6s a
realizacdo da 22 Derivada em janela de 15 pontos.

Apds a realizacdo da 22 derivada em janela de 15 pontos, observou-se uma maior
suavizacdo dos espectros. Também se pode observar uma suavizacdo semelhante para a

22 derivada em janela de 31 pontos, conforma a Figura 4.2.3 (b).
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FIGURA 4.2.3 (b) — Espectros de Reflectancia Difusa Originais das 53 amostras de leite em pdé, apds a
realizacdo da 22 Derivada em janela de 31 pontos.

4.3 REPETIBILIDADE DOS ESPECTROS DE REFLECTANCIA

Um estudo da repetibilidade dos espectros de reflectancia foi efetuado para se
inferir uma maior confiabilidade estatistica das medidas espectrofotométricas, visto que
desta forma € possivel conhecer melhor a precisdo dos espectros. A andlise dos
resultados de tal estudo, através dos desvios padrdo dos espectros, permitiu estabelecer
o limite de precisdo associado a instrumentacdo utilizada. O teste foi realizado
utilizando-se cinco fragcdes de uma mesma amostra de cada classe de leite para a leitura

no espectrofotdmetro. A Tabela 4.3 apresenta os resultados deste estudo.
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TABELA 4.3 — Estudo da repetibilidade dos espectros

Amostras Média Desvio Padrdo  Desvio Padrdo ~ Comprimento de

Absorbancia. Relativo onda (2)nm

Desnatadol 0,2012 6,72 x 10° 3,34 1677,24
Desnatado 2 0,26294 3,66 x 107 1,39 1569,85
Desnatado 3 0,28282 6,6 x 10 2,33 1481,48
Integral 1 0,21212 3,95 x 107 1,86 1677,24
Integral 2 0,27078 2,70x 107 0,99 1569,85
Integral 3 0,30218 4,19 x 10 1,38 1481,48
Soja 1 0,15688 6,77 x 107 4,31 1677,24
Soja 2 0,19308 4,63 x10° 2,39 1569,85
Soja 3 0,21882 4,20x10° 1,92 1481,48
Soro 1 0,25376 1,91 x 107 0,75 1677,24
Soro 2 0,29862 414 x 10 0,14 1569,85
Soro 3 0,33024 5,78 x 107 1,75 1481,48

59



Foram utilizados comprimentos de onda iguais para amostras de classes diferentes:
desnatado, integral, soja e soro (1) com comprimento de onda de 1677,24 nm. Desnatado,
integral, soja e soro (2) com 1569,85 nm e desnatado, integral, soja e soro (3) com 1481,48
nm. Dessa forma se observou os resultados em amostras de classes diferentes analisadas em
mesmo comprimento de onda, encontrando-se os valores das médias das leituras das

amostras, bem como seus desvios padréo e desvios padréo relativos.

4.4 MODELAGEM DE CLASSIFICACAO

A classificacdo das amostras de leite em pd ocorreu através de duas técnicas
quimiométricas: Analise por Componentes Principais (PCA) e Programa de Modelagem
Independente para Analogia de Classes (SIMCA).

4.4.1 Classificacdo por Andlise de Componentes Principais (PCA)

Foram realizadas diversas analises PCA para as 53 amostras de leite, onde observou-se
4 resultados satisfatorios, os quais foram usados para os modelos de classificacdo e regresséo.
Sdo eles: 12 derivada em janela de 15 pontos; 12 derivada em janela de 21 pontos; 22 derivada
em janela de 15 pontos e 22 derivada em janela de 31 pontos. Os gréficos de PCA construidos
com 53 amostras, 2.217 variaveis, com 4 classes de leite em pd mais significativas designadas
pelas seguintes varidveis de categorias: integral (1), desnatado (D) e Soja (SJ) e Soro de leite
(SO), sdo mostrados nas Figuras a seguir.

Na Figura 4.4.1, gréafico dos scores, observou-se as diferentes classes se agrupando em
relacdo a semelhanca em sua composi¢ao (proteina, gordura, lactose, etc.), com porcentagens
de 66% para a primeira componente principal, PC 1 e 15 % para a segunda componente

principal, PC 2.
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FIGURA 4.4.1 - Gréfico dos scores (PC1 X PC2) para as amostras de leite em pd, com 12 derivada em janela de
15 pontos.

O gréfico dos loadings ou peso, Figura 4.4.2, indica as regides de maior importancia
na composi¢do das amostras de leite em pd, confirmando a presenca de ligacbes C-H do
segundo sobretom entre 1100 e 1300 nm; O-H da agua em torno de 1450 nm pertencente ao
1° sobretom; N-H pertencente ao primeiro sobretom em torno de 1470 nm; C-H do primeiro

sobretom entre 1690 e 1761 nm; e as regides referentes a proteinas ap6s o comprimento de
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FIGURA 4.4.2 — Grafico dos loadings para as amostras de leite em pd, com 12 derivada em janela de 15 pontos.

A variancia é explicada pela quantidade de componentes principais. Na Figura 4.4.3

observa-se que a primeira componente principal explicou 66 % da variancia, ou seja com

apenas uma componente principal foi possivel, obter quase todas as informacdes a respeito da

amostra, com apenas 15 % das informacdes explicadas pela 22 componente principal.

62



100 S—

I ¥ T b 1 ¥ 1 g I ¥ I Y
— m
. B
o m .
——
75 - A
g " -
© |
3
S %07 ’
a
x
m 1 I
c /
2 o5 -
R
h |
=
> = =
04 = i
| | L | L I Y | ; | : I L | J :
0 1 2 3 4 5 6 7

Componentes Principais

FIGURA 4.4.3 — Grafico da variancia explicada para as amostras de leite em pd, com 12 derivada em janela de
15 pontos.

Os resultados obtidos para as amostras tratadas com 12 derivada em janela de 21
pontos foram semelhantes aos anteriores, como mostram as Figuras seguintes.

No grafico dos scores, Figura 4.4.4, observou-se as diferentes classes se agrupando em
relacdo a semelhanca em sua composicdo (proteina, gordura, lactose, etc.), tendo os
agrupamentos sidos semelhantes aos da janela de 15pontos, com porcentagens de 68 % para a

primeira componente principal, PC1 e 15 % para a segunda componente principal, PC2.
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FIGURA 4.4.4 - Grafico dos scores (PC1 X PC2) para as amostras de leite em pd, com 12 derivada em janela de
21 pontos.

O gréfico dos loadings, Figura 4.4.5, demonstrou as regides de maior importancia na
composic¢do das amostras de leite em p6, confirmando a presenca de ligagdes C-H do segundo
sobretom entre 1100 e 1300 nm; O-H da &gua em torno de 1450 nm pertencente ao 1°
sobretom; N-H pertencente ao primeiro sobretom em torno de 1470 nm; C-H do primeiro

sobretom entre 1690 e 1761; e as regides referentes a proteinas ap6s o comprimento de onda

de 2000 nm.
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FIGURA 4.4.5 - Gréfico dos loadings para as amostras de leite em pd, com 12 derivada em janela de 21 pontos.

As componentes principais explicam a porcentagem da variancia. Na Figura 4.4.6
observa-se que a primeira componente principal explicou 68 % da variancia, ou seja com
apenas uma componente principal foi possivel, obter quase todas as informac6es a respeito da
amostra, com apenas 15 % das informacdes explicadas pela 22 componente.
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FIGURA 4.4.6 - Grafico da variancia explicada para as amostras de leite em p6, com 12 derivada em janela de
21 pontos.

Com a realizacdo da 12 derivada foi possivel observar um melhor agrupamento das
quatro classes principais de amostras tanto para a janela de 15 pontos como para a janela de
21 pontos, em especial as amostras de leite integral e leite desnatado. As amostras de leite de
soja e soro de leite também se agruparam, mas ndo com tanto éxito como as anteriores. Uma
vez que as amostras analisadas sdo de fabricantes diferentes, possivelmente o processo de
producdo é diferenciado, podendo provocar uma discrepancia entre amostras da mesma
classe, além domais, algumas amostras podem apresentar um teor de impurezas mais elevado
que outras apds seu processo de produgdo, fazendo com que estas ndo pertencam ao mesmo
grupo, apesar de se encontrarem em uma mesma classe de leite. Para a 22 derivada o0s
resultados se apresentaram conforme as Figuras a seguir.

A Figura 4.4.7, scores para a 22 derivada em janela de 15 pontos, ilustra as diferentes
classes se agrupando em relagdo a semelhanca em sua composicdo (proteina, gordura, lactose,
etc.), com porcentagens de 44 % para a primeira componente principal, PC1 e 15 % para a

segunda componente principal, PC2.
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FIGURA 4.4.7 - Gréfico dos scores (PC1 X PC2) para as amostras de leite em pd, com 22 derivada em janela de

15 pontos.

O graéfico dos loadings, Figura 4.4.8, demonstrou as regides de maior importancia na

composicao das amostras de leite em pd, assim como ocorreu com a 12 derivada, confirmando
a presenca de ligacdes C-H do segundo sobretom entre 1100 e 1300 nm; O-H da agua em
torno de 1450 nm pertencente ao 1° sobretom; N-H pertencente ao primeiro sobretom em
torno de 1470 nm; C-H do primeiro sobretom entre 1690 e 1761 nm; e as regides referentes a

proteinas apds o comprimento de onda de 2200 nm.
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FIGURA 4.4.8 - Grafico dos loadings para as amostras de leite em pd, com 22 derivada em janela de 15 pontos.

A variancia foi explicada pela quantidade de componentes principais. Na Figura 4.4.9
observou-se que a primeira componente principal explicou 44 % da variancia, com apenas 15

% das informaces explicadas pela 22 componente.
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FIGURA 4.4.9 - Grafico da variancia explicada para as amostras de leite em p6, com 22 derivada em janela de
15 pontos.

Para a 22 derivada com janela de 31 pontos, foram obtidos os seguintes resultados. A
Figura 4.4.10, gréfico dos scores, ilustra o agrupamento das diferentes classes em relacdo a
semelhanca em sua composicdo (proteina, gordura, lactose, etc.), com porcentagens de 71 %
para a primeira componente principal, PC1 e 16 % para a segunda componente principal,
PC2.
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FIGURA 4.4.10 - Gréfico dos scores (PC1 X PC2) para as amostras de leite em pd, com 22 derivada em janela

de 31 pontos.

No gréfico dos loadings, Figura 4.4.11, verifica-se as regides de maior importancia no

modelo extraido do espectro original, sendo o comportamento semelhante a janela de 15

pontos, confirmando a presenca de ligacdes C-H do segundo sobretom entre 1100 e 1300 nm;

O-H da &gua em torno de 1450 nm pertencente ao 1° sobretom; N-H pertencente ao primeiro

sobretom em torno de 1470 nm; C-H do primeiro sobretom entre 1690 e 1761 nm; e as

regibes referentes a proteinas ap6s o comprimento de onda de 2200 nm.
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FIGURA 4.4.11 - Gréfico dos loadings para as amostras de leite em p6, com 22 derivada em janela de 31 pontos.

A variancia foi explicada pela quantidade de componentes principais. Na Figura
4.4.12, a primeira componente principal explicou 71 % da variancia e 16 % das informacdes

foram explicadas pela 22 componente principal.
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FIGURA 4.4.12 - Gréfico da variancia explicada para as amostras de leite em p6, com 22 derivada em janela de
31 pontos.

Ap0s a realizacdo da 22 derivada foi possivel observar um melhor agrupamento das
quatro classes principais de amostras tanto para a janela de 15 pontos como para a janela de
31 pontos, em especial as amostras de leite integral e leite desnatado. As amostras de leite de
soja e soro de leite também se agruparam, mas ndo com tanto éxito da mesma forma que
ocorreu com a 12 derivada.

Devido a semelhanca na composicdo das amostras foi possivel o agrupamento em
classes. Segundo dados da literatura os leites: integral, desnatado, leite de soja e soro de leite,
apresentam teores de proteina e gordura variados. Apesar de nao ter sido realizado nenhum
tipo de andlise quantitativa, esta diferenca de composicdo quimica pode ter sido util na
discriminacgdo das diferentes categorias de leite em p6. As amostras de leite de soja e soro de
leite ndo se agruparam bem em nenhum dos quatro modelos construidos, o que pode ser
causado por falta de um padréo no processo de producdo nas inddstrias produtoras de tais
amostras de leite. Dessa forma foi observado que os resultados da PCA e espectroscopia NIR

com reflectancia difusa, indicaram ser possivel obter um modelo de classificacdo, mas ainda
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ndo satisfatério para as 4 classes de leite em p6. A seguir a Tabela 4.4 ilustra os valores da
variancia explicada para as analises PCA para a 12 derivada em janelas de 15 e 21 pontos,

bem como para a 22 derivada em janelas de 15 e 31 pontos.
TABELA 4.4.1 — PCA- Variancia explicada

DERIVADAS PC1 PC2

12 Der. 15 Pontos 66 % 15%
12 Der. 21 Pontos 68 % 15%
2% Der. 15 Pontos 44 % 15%
2% Der. 31 Pontos 71 % 16 %

Para a 12 derivada sdo observados valores semelhantes da variancia explicada para as
janelas de 15 e 21 pontos, tanto para a PC1 como para a PC2. Na 22 derivada os valores para
a PC1 se apresentam distintos nas janelas de 15 e 31 pontos, porém se apresentam

semelhantes para a PC2, em ambas as janelas.

4.4.2 Programa de Modelagem Independente para Analogia de Classes (SIMCA).

Depois de construido o grafico PCA para cada classe de leite em pé: uma PCA para a
classe do leite integral, assim como para as classes de leite desnatado, leite de soja e soro de
leite, aplicou-se o programa SIMCA para confirmar a classificagdo das amostras em cada
classe e para estimar o erro relativo (%) referente a cada uma delas.

A Tabela 4.5apresenta os resultados do SIMCA obtidos para o conjunto de dados com

um nivel de confian¢a de 95% para o teste F.
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TABELA 4.4.2 - Resultados da classificagdo de amostras de leite em p6 por SIMCA.

Amostras Acertos na classe Acertos em outra classe
DESNATADO
SIMCA 1 100 % 0%
SIMCA 2 100 % 0%
SIMCA 3 100 % 90 % (Soro)
SIMCA 4 100 % 0%
INTEGRAL
SIMCA 1 92,85 % 66,6 % (Soro)
SIMCA 2 92,85 % 50 % (Soro)
SIMCA 3 100 % 66,6 % (Soro)
SIMCA 4 92,85 % 66,6 % (Soro)
SORO
SIMCA 1 100 % 100 % (integral)
SIMCA 2 100 % 100 % (Integral)
SIMCA 3 100 % 90 % (Desnatado) e 100 % (Integral)
SIMCA 4 100 % 100 % (Integral)
SOJA
SIMCA1 100 % 100 % (Desnatado, Integral e Soro)
SIMCA 2 100 % 100 % (Desnatado, Integral e Soro)
SIMCA 3 100 % 100 % (Desnatado, Integral e Soro)
SIMCA 4 100 % 100 % (Desnatado, Integral e Soro)

A classe das amostras de leite em p6 desnatado indicou 100 % de acerto dentro da sua
classe no modelo de classificacdo, o que era de se esperar ao visualizar seu agrupamento no
grafico da PCA, apresentando apenas um acerto em outra classe de leite. A classe das
amostras de leite integral apresentou mais de 90 % de acertos em sua classe que pode ser
observado por seu agrupamento no PCA. Apresentou também um erro na sua classe em torno
de 7 %, e acerto em torno de 66 % na classe do soro de leite. A classe das amostras de soro de
leite apresentou 100 % de acerto em sua classe, porém um grande percentual de acertos
também em outras classes como integral e desnatado (100 e 90 % respectivamente). A classe
das amostras de leite de soja apresentou 100 % de acerto em sua classe, mas apresentou

também 100 % de acertos em outras classes como soro, integral e desnatado. O numero de
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amostras de leite de soja e soro de leite analisado foi pequeno, se comparado com as demais
classes, sendo interessante obter um nimero maior de tais amostras para que as mesmas
viessem a se agrupar mais satisfatoriamente em suas classes e nao se confundissem em outras
classes. Os resultados do SIMCA para a classe do leite desnatado foram os mais satisfatérios,
uma vez que apresentaram 100 % de acertos em sua classe e 0 % de acerto em outra classe,
com excec¢do do SIMCA 3 com 90 % de acerto na classe do soro de leite. Para as demais
classes, os resultados dos SIMCA apresentaram um excelente grau de acerto em suas classes,
porém apresentando também uma elevada percentagem de erro tipo I, quando a amostra

pertence a mais de uma classe.

4.5 REGRESSAO POR COMPONENTES PRINCIPAIS (PCR)

No método de regressdo por componentes principais (PCR) foram empregadas etapas
semelhantes ao PCA, sendo observadas as mesmas condicdes: pré-tratamentos (Alisamento,
MSC, 12 e 22 derivadas) e os melhores resultados (12 derivada em janela de 15 e 21 pontos e 22
derivada em janelas de 15 e 31 pontos). As amostras foram subdivididas em trés categorias:
27 amostras para a fase de calibracdo, 13 amostras para a fase de validacdo (série de teste) e
13 amostras para a fase de previsdo externa. A equacdo de calibracdo € capaz de prever
valores de Y desconhecidos. A calibracdo pode ser obtida por um modelo matematico através
dos dados experimentais. A fungdo de calibragcdo mais conveniente é linear, passa pela origem
e é aplicavel em uma ampla faixa dindmica. Na calibracdo, é aplicada regressdo, o que
significa que todas as observacbes sdo dependentes de uma Unica variavel X. Para a
validacdo, também ¢ util olhar para o grafico de y versus ¥ para as amostras utilizadas para
testes. Os testes de previsdo baseiam-se na divisdo do conjunto de dados em dois, um para a
calibracdo e outro para validacao / teste.

A matriz de dados X foi decomposta e relacionada aos resultados da analise PCA com
0s dados da matriz Y. As Figuras a seguir demonstram os resultados obtidos.

No grafico da variancia, Figura 4.5, dados com 12 derivada em janela de 15 pontos,
observa-se que com apenas duas componentes principais, obtém-se quase todas as
informagdes sobre a variancia e nota-se que quanto maior o ndmero de componentes

principais menor o0 nimero de informacgoes.
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FIGURA 4.5- Grafico da variancia para as amostras de leite em pd, com 12 derivada em janela de 15 pontos.

A Figura 4.6 ilustra o grafico de calibracdo, onde se compara o teor de proteina
medido pelo método de referéncia Kjeldahl com o medido através da técnica NIR. Observou-
se que a maioria das amostras se comportou satisfatoriamente, com teores de proteinas
préximos aos medidos em NIR. Porém algumas amostras se comportaram de forma andmala,
ndo se ajustando a este modelo, apresentando assim um erro de calibragéo igual a 1,32 e
correlacdo de0,80 ndo satisfatdrias, uma vez que era esperado gque esse valor se aproximasse o
maximo possivel do valor 1. As amostras que mais se distanciaram do modelo foram retiradas
e 0 modelo recalculado para se obter um melhor resultado.
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FIGURA 4.6 - Gréfico de Calibracdo para as amostras de leite em p6, com 12 derivada em janela de 15 pontos.

Apbs a calibracdo, foi realizada a previsdo, onde os resultados, Figura 4.7,
apresentaram-se semelhantes a calibracdo. Algumas amostras apresentaram valores
semelhantes no método Kjeldahl e na técnica NIR, porém com valores de erro de previsao e
correlacdo de 1,47e 0,78 respectivamente, ndo tdo satisfatorios. As amostras que se
apresentaram muito distantes do modelo foram retiradas e o modelo recalculado, para a

obtencdo de um melhor resultado.
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FIGURA 4.7 — Gréfico de previsdo para as amostras de leite em p6, com 12 derivada em janela de 15 pontos.

Apos as medidas com 1?2 derivada em janela de 15 pontos, realizaram-se também
medidas em janela de 21 pontos. Os resultados sdo apresentados a seguir.

No gréfico da variancia, Figura 4.8, observa-se que com apenas duas componentes
principais, assim como na janela de 15 pontos, obtém-se quase todas as informacdes sobre a
variancia e nota-se que quanto maior o nimero de componentes principais, menor o nimero

de informacoes.
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FIGURA 4.8 — Grafico da variancia para as amostras de leite em p6, com 12 derivada em janela de 21 pontos.

A Figura 4.9 ilustra o grafico de calibracdo, onde se compara o teor de proteina
medido pelo método de referéncia Kjeldahl com o medido no NIR. Assim como para a janela
de 15 pontos, observou-se que a maioria das amostras se comportou satisfatoriamente, com
teores de proteinas proximos aos medidos em NIR. Porém algumas amostras se comportaram
de forma an6mala, ndo se ajustando a este modelo. Os valores da correlacdo e erro de
calibracdo foram proximos aos encontrados para a janela de 15 pontos, 0,80 para a correlagédo
e 1,31 para o erro, tendo sido retiradas as amostras mais distantes do modelo, e 0 modelo

recalculado para obtencdo de resultados mais satisfatorios.
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FIGURA 4.9 - Gréfico de Calibracdo para as amostras de leite em pd, com 12 derivada em janela de 21 pontos.

Apds a calibracdo, foi realizada a previsao, onde esse modelo, Figura 4.10, ndo se
apresenta tdo satisfatorio, uma vez que algumas amostras nao apresentaram teor de proteina
compativel com o valor previsto, tendo os valores de erro de previsdo e correlacdo
insatisfatorias. A correlacdo foi 0,79, enquanto o erro de previsdo foi de 1,46. As amostras
que se apresentaram mais distantes do modelo foram retiradas para a realizacdo de um novo

calculo, para gque se obtivesse resultado mais satisfatorio.
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FIGURA 4.10- Gréfico de previsdo para as amostras de leite em p6, com 12 derivada em janela de 21 pontos.

Ap0s a realizacdo do método PCR com 12 derivada, foi realizado também PCR com 22
derivada, para se observar e comparar os resultados em ambas as derivadas. A seguir sao
apresentados os dados para a 2° derivada em janela de 15 pontos. No grafico da variancia,
Figura 4.11, observa-se que com apenas duas componentes principais, assim como na 12
derivada em janela de 15 pontos, obtém-se quase todas as informacdes sobre a variancia e

nota-se que quanto maior 0 nimero de componentes principais, menor o numero de
informagdes.
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FIGURA 4.11 - Gréfico da variancia para as amostras de leite em pd, com 22 derivada em janela de 15 pontos.

No processo de calibragdo, onde se comparou o teor de proteina medido pelo método
de referéncia Kjeldahl com o medido no NIR, Figura 4.12, observou-se que a maioria das
amostras se comportou satisfatoriamente, com teores de proteinas préximos aos medidos em
NIR, assim como ocorreu com a 12 derivada. Porém algumas amostras se comportaram de
forma anémala, ndo se ajustando a este modelo. A calibracdo apresentou um erro de 1,55 e
uma correlacdo de 0,71 ndo tdo satisfatdria. Assim como para a 12 derivada, as amostras que
se apresentaram distantes do modelo foram retiradas e em seguida realizados novos calculos

com o intuito de se obter melhores resultados.
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FIGURA 4.12 - Gréfico de Calibracéo para as amostras de leite em p6, com 22 derivada em janela de 15 pontos.

O modelo de previsdo foi realizado logo ap6s a calibracdo, Figura 4.13, ndo se

apresentando tdo satisfatorio, uma vez que algumas amostras ndo apresentaram teor de

proteina compativel com o valor previsto. A correlacdo da previsao foi de 0,68, a menor dos

quatro resultados mais significativos. E apresentou um erro de 1,79, o maior dos resultados

estudados. Assim como na calibragdo, no modelo de previsdo também foram retiradas as

amostras que se apresentaram distantes do modelo e esse modelo recalculado para se observar

um resultado mais satisfatorio.
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FIGURA 4.13 - Gréfico de previsdo para as amostras de leite em pd, com 22 derivada em janela de 15 pontos.

Apbs a realizacdo das medidas com 22 derivada em janela de 15 pontos, observaram-se
também as medidas em janela de 31 pontos, para a comparagdo de tais resultados. A seguir 0s
resultados para a janela de 31 pontos.

No grafico da variancia, Figura 4.14, observa-se que com apenas duas componentes
principais, assim como na 12 derivada e 22 derivada em janela de 15 pontos, obtém-se quase
todas as informacGes sobre a variancia e nota-se que quanto maior o nimero de componentes

principais, menor o nimero de informacoes.
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FIGURA 4.14- Gréfico da variancia para as amostras de leite em pd, com 22 derivada em janela de 31 pontos.

A calibracéo foi realizada e o resultado expresso no seu grafico, Figura 4.15, onde se
comparou o teor de proteina medido pelo método de referéncia Kjeldahl com o medido no
NIR. Observou-se que a maioria das amostras se comportou satisfatoriamente, com teores de
proteinas préximos aos medidos em NIR, assim como ocorreu com a 12 derivada e 22 derivada
em janela de 15 pontos. Porém algumas amostras se comportaram de forma anémala, ndo se
ajustando a este modelo. Os valores de correlacdo e erro de calibracdo foram de 0,74 e 1,47

respectivamente.
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FIGURA 4.15 - Gréfico de Calibracéo para as amostras de leite em pd, com 22 derivada em janela de 31 pontos.

A realizacdo da previsdo ocorreu apés a calibracdo e seu modelo é ilustrado na Figura
4.16. O modelo de previsdo ndo se apresenta tdo satisfatorio, uma vez que algumas amostras
ndo apresentaram teor de proteina compativel com o valor previsto. Seus valores de
correlagéo e erro de previsdo se aproximaram dos valores da calibracdo. Sendo a correlagdo
de 0,75 e erro de 1,54.
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FIGURA 4.16 - Gréfico de previsdo para as amostras de leite em pd, com 22 derivada em janela de 31 pontos.

Observando-se os resultados obtidos, nota-se que a 12 derivada em janela de 21 pontos
apresentou os resultados mais significativos, uma vez que a correlacdo ficou mais proxima do
valor 1, que é o valor considerado satisfatorio. E 0 seu erro apresentou o menor valor, em
relacdo aos demais resultados, tanto na calibracdo como na previsdo. A Tabela 4.6 a seguir
demonstra os resultados das modelagens dos dados obtidos.

TABELA 4.5. Resultados das modelagens para os dados obtidos em PCR

Pré-tratamentos Calibracéo Previsao

Alisamento e MSC R RMSEC Inclinacdo R RMSEP Inclinagdo

(1) - 12 Derivada- 15 0,80 1,32 0,64 078 1,47 0,57
pontos

(2)-12Derivada—21 0,80 1,31 0,65 079 1,46 0,57
pontos

(3)- 22 Derivada—15 0,71 1,55 0,51 068 1,79 0,31
pontos

(4)—22Derivada—31 0,74 1,47 0,56 075 1,54 0,58
pontos

O método PCR leva somente em consideracdo os valores da matriz X, mas ndo a

matriz y (proteinas), por isso 0s resultados observados ndo se apresentam de forma muito
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satisfatoria. Os valores da correlacdo se apresentaram abaixo de 1, quando o esperado é que
tal valor se aproxime o méaximo desse nimero. J& os valores de calibracéo e previsdo, RMSEC
e RMSEP, respectivamente, se apresentaram maiores que 1, quando o indicado é que esses
valores sejam préximos e minimos. Em seguida ao método PCR foi realizado o método PLS,

que leva em consideragdo as matrizes X e y.

4.6 REGRESSAO POR MINIMOS QUADRADOS PARCIAS (PLS)

O conjunto de dados obtidos foi organizado na forma de uma matriz (matriz X) e as
amostras subdivididas em trés categorias: 27 amostras para a fase de calibracdo, 13 amostras
para a fase de validacdo (série de teste) e 13 amostras para a fase de previsdo externa. Uma
segunda matriz 53 x 1, (matriz Y), formada pelos valores médios de proteina total (g proteina
/ 100 g amostra) foi determinada pelo método Kjeldahl. Para a realizacdo do PLS foram
utilizadas as mesmas condicdes da analise PCA: os mesmos pré-tratamentos (Alisamento,
MSC, 12 e 22 derivadas) bem como os quatro melhores resultados (12 derivada em janela de 15
e 21 pontos e 22 derivada em janela de 15 e 31 pontos). As Figuras a seguir ilustram os
resultados obtidos.

No gréafico da variancia, Figura 4.17, observar-se que a variancia cresce a medida que
0 numero de variaveis latentes também cresce, ou seja, a maxima variancia serad alcancada

com um maior nimero de variaveis latentes.
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FIGURA 4.17 - Gréfico da variancia para as amostras de leite em pd, com 12 derivada em janela de 15 pontos.

Os resultados do PLS foram mais satisfatorios que os resultados do PCR, o que pode
ser observado através do gréfico de calibracdo, Figura 4.18, onde nota-se que os teores de
proteinas medidos pelo método Kjeldahl sdo compativeis com os medidos em NIR, com
correlacdo 0,82, e de erro de calibracdo de 1,26. Assim como nos modelos PCR, em PLS as
amostras que se apresentaram mais distantes do modelo foram retiradas e o modelo

recalculado com o intuito de se obter melhores resultados.
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FIGURA 4.18 - Gréfico de Calibracdo para as amostras de leite em pd, com 12 derivada em janela de 15 pontos.

Logo apos a calibracdo, foi realizado o método de previsdo, ilustrado na Figura
4,19,com um resultado mais satisfatorio que o método PCR, uma vez que os valores previstos
e os valores previamente conhecidos (Kjeldahl) sdo semelhantes, apresentando uma

correlacdo igual 0,98, a maior dos resultados obtidos, com erro de previsao de 0,52.
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FIGURA 4.19 — Gréfico da previsdo para as amostras de leite em pd, com 12 derivada em janela de 15 pontos.

Assim como no método PCR, foram realizadas 12 derivada em janelas de 15 e 21
pontos, em busca de um melhor resultado. A seguir, observam-se os resultados para a janela

de 21 pontos.
No grafico da variancia, Figura 4,20, observa-se que a variancia cresce na medida em

que o numero de variaveis latentes também cresce, ou seja, a maxima variancia sera alcancada

com um maior namero de variaveis latentes, 0 mesmo que ocorreu com a janela de 15 pontos.
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FIGURA 4.20 - Gréfico da variancia para as amostras de leite em pd, com 12 derivada em janela de 21 pontos.

Assim como para a janela de 15 pontos, os resultados do PLS foram mais satisfatorios
que os resultados do PCR. Na calibragéo realizada, ilustrada na Figura 4.21, os teores de
proteinas medidos pelo método Kjeldahl sdo compativeis com os medidos em NIR,
apresentando uma correlacdo de 0,82 e erro de 1,27, valores semelhantes a janela de 15
pontos. Retirou-se do modelo as amostras mais distantes, em seguida o modelo foi

recalculado para a obtencao de melhores resultados.
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FIGURA 4.21 - Gréfico de Calibracdo para as amostras de leite em pd, com 12 derivada em janela de 21 pontos.
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A previsdo realizada ap0s a calibracdo é apresentada na Figura 4.22, e ilustra um
resultado satisfatorio, uma vez que os valores previstos e os valores previamente conhecidos
(Kjeldahl) sdo semelhantes, apresentando correlagcéo de 0,97 e erro de previsao igual a 0,51, o

menor entre 0s observados.
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FIGURA 4.22 - Gréfico da previsdo para as amostras de leite em pd, com 12 derivada em janela de 21 pontos.

Apbs a realizacdo da 12 derivada, foram também realizadas 22 derivadas em janelas de
15 e 31 pontos, para se observar e comparar tais resultados. A seguir sdo apresentados 0s
valores para a 22 derivada.

No grafico da variancia, Figura 4,23, observar-se que a variancia diminui em relacao
ao aumento do numero de variaveis latentes, até a terceira variavel. Em seguida volta a

crescer na medida em que o nimero de variaveis latentes também cresce.
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FIGURA 4.23 - Gréfico da variéncia para as amostras de leite em pd, com 22 derivada em janela de 15 pontos.

Assim como para a 12 derivada, os resultados do PLS foram mais satisfatorios que os
resultados do PCR, também para a 22 derivada. A Figura 4.24, gréafico da calibracdo, apresenta
que os teores de proteinas medidos pelo método Kjeldahl sdo compativeis com os medidos em

NIR, apresentando uma correlagéo de 0,84 e erro de 1,21, com amostras distantes do modelo
retiradas e o modelo recakulado.
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FIGURA 4.24 - Gréfico de Calibracéo para as amostras de leite em pd, com 22 derivada em janela de 15 pontos.

Apbs a realizacdo da calibracdo, houve a previsao representada pela Figura 4.25, onde
os resultados podem ser considerados satisfatorios, uma vez que os valores previstos e 0s
valores previamente conhecidos (Kjeldahl) s@o semelhantes, apresentando uma boa
correlacdo, porém a 12 derivada apresentou melhores resultados. A correlacdo neste caso foi
de 0,65 e erro de 1,98. As amostras mais distantes do modelo foram retiradas e 0 modelo
recalculado para se obter um melhor resultado.
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FIGURA 4.25 - Gréfico da previsdo para as amostras de leite em pd, com 22 derivada em janela de 15 pontos.

Apbs a realizacdo da 22 derivada em janela de 15 pontos sdo apresentados oS
resultados para a janela de 31 pontos.

No gréfico da variancia, Figura 4.26, observar-se que a variancia diminui em relagdo
ao aumento do numero de variaveis latentes, até a terceira variavel, 0 mesmo ocorreu na

janela de 15 pontos. Em seguida volta a crescer na medida em que o nimero de variaveis
latentes também cresce.
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FIGURA 4. 26 - Grafico da variancia para as amostras de leite em po, com 22 derivada em janela de 31 pontos.

O gréfico de calibracdo, Figura 4.27, apresenta que os teores de proteinas medidos
pelo método Kjeldahl sdo compativeis com os medidos em NIR, apresentando correlagdo néo
tdo satisfatoria quanto a 1?2 derivada, de 0,84 e erro de calibracdo igual a 1,19, com amostras

distantes do modelo retiradas.
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FIGURA 4.27 - Gréfico de Calibracéo para as amostras de leite em pd, com 22 derivada em janela de 31 pontos.

Apés a calibracdo, realizou-se a previsao, ilustrada na Figura 4.28, onde é possivel
observar que assim como para a janela de 15 pontos, os resultados ndo se apresentaram t&o
satisfatoriamente, apresentando uma correlacdo de 0,77 e erro de previséo de 1,50, com

amostras que se apresentaram distantes do modelo retiradas.
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FIGURA 4.28 - Gréfico da previsdo para as amostras de leite em pd, com 22 derivada em janela de 31 pontos.

Observando todos os resultados de calibracdo e previsdo, nota-se que os valores de
previsdo para os dados com 12 derivada em janela de 15 pontos foram os mais satisfatérios
com correlacéo igual a 0,98 e RMSEP igual a 0,52.. Enquanto a 22 derivada em janela de 31
pontos apresentou os melhores valores de calibracdo, com correlacéo de 0,84 e RMSEC igual

a1,19.. A Tabela 4.7 ilustra os resultados obtidos.
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TABELA 4.6 — Resultados das Modelagens para os dados obtidos em PLS.

Pré-tratamentos Calibracéo Previsao

Alisamento e MSC R RMSEC Inclinacgdo R RMSEP Inclinagao

(1) - 12 Derivada - 15 0,82 1,26 0,67 098 0,52 0,85
pontos

(2) - 12 Derivada—21 0,82 1,27 0,67 097 0,51 0,84
pontos

(3)— 22 Derivada— 15 0,84 1,21 0,70 065 1,98 0,57
pontos

(4)— 22 Derivada—31 0,84 1,19 0,71 077 1,50 0,55
pontos

O modelo desenvolvido através das amostras de calibracdo foi validado por validagao
externa, utilizando-se medidas espectroscépicas NIR com reflectancia difusa de um conjunto
de 13 amostras. Valores de erro médio quadratico de previsdo para o conjunto de Validacédo
Externa (RMSEP) de 0,555 g proteina / 100 g de amostra empregando 6 varidveis latentes
foram obtidos. Os resultados da previsdo mostram uma boa correlacdo existente entre 0s
valores médios do teor de proteina do conjunto das amostras e os valores experimentais
verificados para as 13 amostras utilizadas no conjunto de validacdo externa, com erros
relativos médios entre 0 método quimiométrico e o0 método de referéncia inferior a = 4 %.
Estes resultados indicam uma boa capacidade de previsdo dos teores de proteinas pelo método

proposto para as amostras de leite em po.
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5 CONCLUSAO

Os experimentos propostos neste trabalho permitiram satisfatoriamente a classificacao
e quantificacdo de proteinas em amostras de leite em po, através das técnicas do
infravermelho proximo com reflectancia difusa, PLS, PCR, PCA e SIMCA. Comparadas ao
método de referéncia (Kjeldahl), apresentaram rapidez, precisdo, exatiddo, economia de
reagentes e tempo, sendo de natureza ndo destrutiva.

A andlise de componentes principais (PCA) juntamente com a modelagem
independente para analogia de classes (SIMCA), permitiu a classificacdo das amostras de leite
que se agruparam formando classes de acordo com semelhancas em sua composi¢do. Em
relacdo ao SIMCA, os resultados para a classe do leite desnatado foram os mais satisfatorios,
uma vez que apresentaram 100 % de acertos em sua classe e 0 % de acerto em outra classe,
com excec¢do do SIMCA 3 com 90 % de acerto na classe do soro de leite. Para as demais
classes, os resultados dos SIMCA apresentaram um excelente grau de acerto em suas classes,
porém apresentando também uma elevada percentagem de erro, ou seja, acertos em outras
classes.

As técnicas de regressdo por minimos quadrados parciais (PCR) e regressao por
componentes principais (PLS) permitiram a quantificacdo do teor de proteinas nas amostras
analisadas, tendo esses teores sido também determinados pelo método convencional Kjeldahl.
Um total de 53 amostras foram analisadas e obtidos seus espectros caracteristicos. Apos
alguns pré-tratamentos destes espectros, quatro modelos foram utilizados para classificacdo e
quantificacdo. Apo6s a validacdo desses modelos observou-se que apresentaram bom
desempenho, o que demonstrou exatiddo e confianca nos resultados obtidos, através da
técnica NIR.

Comparando os resultados dos métodos PCR e PLS, observou-se que o PLS
apresentou resultados mais satisfatorios, uma vez que levou em consideracdo as matrizes x e
y, enquanto o PCR s0 considerou a matriz de dados X, ndo relacionando as informac@es das
duas matrizes. Para o0 PCR os valores das correlagdes observados estiveram abaixo e distante
do valor 1, o qual é ideal. Os valores da calibracdo e previsdo, RMSEC e RMSEP,
respectivamente também ndo se apresentaram de forma tdo satisfatoria, uma vez que tais

valores deveriam ser proximos € minimos, o que nao foi observado.

101



Observando todos os resultados de calibragdo e previsdo para o PLS, nota-se que 0S
valores de previsdo para os dados com 12 derivada em janela de 15 pontos foram os mais
satisfatorios com correlacdo igual a 0,98 e RMSEP igual a 0,52, ou seja um erro pequeno de
previsdo, onde a maioria das amostras analisadas apresentou teor de proteinas semelhante
entre 0 método Kjeldahl e a técnica NIR, enquanto a 22 derivada em janela de 31 pontos
apresentou os melhores valores de calibracdo. Os resultados da previsdo mostram uma boa
correlacdo entre os valores médios do teor de proteinas das amostras analisadas através do
método convencional (Kjeldahl) e através da técnica NIR, com erro médio inferior a = 4 %,

indicando assim uma boa capacidade de prever o teor de proteina pela técnica proposta.
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6 PERSPECTIVAS

Apos a realizacdo deste trabalho, foram observadas perspectivas futuras para dar
continuidade ao mesmo. Algumas etapas poderiam ser seguidas para que o trabalho fosse
retomado, tais como:

Obtencdo de um numero maior de amostras;

Determinacéo do teor de gordura nas amostras de leite em po;
Investigagdo de modelos multivariados néo lineares;

Selecdo de variaveis;

Controle de qualidade
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APENDICE A - Correlagéo entre os teores de proteinas medidos através do método de
referencia (Kjeldahl) e preditos em NIR — Valores para PCR

Tabela A.1 - PCR — 12 Derivada — 15 Pontos

AMOSTRAS REFERENCIA PREDITO DESVIO
12 Derivada — 15 (Kjeldahl) (NIR)
Pontos
D3 10,488 10,334 0,472
11 6,959 7,640 0,459
121 8,343 7,944 0,348
125 3,162 7,477 0,438
13 7,864 7,833 0,525
17 7,710 7,983 0,574
SOJA?2 10,462 10,003 0,863
SORO 2 4,672 3,974 3,904
SORO 6 6,127 6,340 0,427

Tabela A.2 - PCR - 12 Derivada — 21 Pontos

AMOSTRAS - REFERENCIA PREDITO DESVIO
12 Derivada - 21 (Kjeldahl) (NIR)
Pontos
D3 10,488 10,289 0,469
11 6,959 7,613 0,452
121 8,343 7,984 0,328
125 3,162 7,439 0,426
13 7,864 7,766 0,492
17 7,710 7,966 0,563
SOJA 2 10,462 10,003 0,922
SORO 2 4,672 4,097 4,268
SORO 6 6,127 6,449 0,422
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Tabela A.3 - PCR — 22 Derivada — 15 Pontos

AMOSTRAS REFERENCIA PREDITO DESVIO
2 Derivada - 15 (Kjeldahl) (NIR)
Pontos
D3 10,488 10,008 1,136
11 6,959 7,839 1,107
121 8,343 6,917 1,093
125 3,162 7,467 0,925
13 7,864 8,021 1,377
17 7,710 7,494 1,789
SOJA?2 10,462 8,177 1,766
SORO 2 4,672 6,500 5,752
SORO 6 6,127 6,255 0,888

Tabela A.4 - PCR — 22 Derivada — 31 Pontos

AMOSTRAS REFERENCIA PREDITO DESVIO
28 Derivada - 31 (Kjeldahl) (NIR)
Pontos
D3 10,488 10,479 0,452
11 6,959 7,224 0,417
121 8,343 7,732 0,347
125 3,162 7,364 0,484
13 7,864 7,452 0,460
17 7,710 8,247 0,589
SOJA 2 10,462 9,495 0,876
SORO 2 4,672 3,621 4,550
SORO 6 6,127 5,783 0,427
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APENDICE B — Correlago entre os teores de proteinas medidos através do método de
referencia (Kjeldahl) e preditos em NIR — Valores para PLS

Tabela B.1 - PLS — 12 Derivada — 15 Pontos

AMOSTRAS - REFERENCIA PREDITO DESVIO
12 Derivada - 15 (Kjeldahl) (NIR)
Pontos
D3 10,488 10,277 0,490
11 6,959 7,616 0,476
121 8,343 7,916 0,442
125 3,162 7,379 0,504
13 7,864 7,759 0,551
17 7,710 8,059 0,995
SOJA 2 10,462 10,010 1,264
SORO 2 4,672 4,447 3,733
SORO 6 6,127 6,429 0,492

Tabela B.2 - PLS — 12 Derivada — 21 Pontos

AMOSTRAS REFERENCIA PREDITO DESVIO
12 Derivada - 21 (Kjeldahl) (NIR)
Pontos
D3 10,488 10,242 0,473
11 6,959 7,590 0,464
121 8,343 7,990 0,424
125 3,162 7,391 0,492
13 7,864 7,715 0,525
17 7,710 7,904 1,052
SOJA 2 10,462 10,110 1,317
SORO 2 4,672 4,538 3,891
SORO 6 6,127 6,537 0,496
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Tabela B.3 - PLS — 22 Derivada — 15 Pontos

AMOSTRAS REFERENCIA PREDITO DESVIO
2% Derivada - 15 (Kjeldahl) (NIR)
Pontos
D3 10,488 10,424 0,712
11 6,959 8,780 0,662
121 8,343 6,591 0,722
125 3,162 7,697 0,745
13 7,864 9,147 0,816
17 7,710 8,617 1,008
SOJA 2 10,462 9,259 1,199
SORO 2 4,672 1,901 3,315
SORO 6 6,127 5,494 0,566

Tabela B.4 - PLS — 22 Derivada — 31 Pontos

AMOSTRAS REFERENCIA PREDITO DESVIO
2% Derivada - 31 (Kjeldahl) (NIR)
Pontos
D3 10,488 10,337 0,479
11 6,959 7,672 0,429
121 8,343 7,903 0,357
125 3,162 7,572 0,495
13 7,864 7,859 0,473
17 7,710 7,986 0,612
SOJA?2 10,462 9,460 1,113
SORO 2 4,672 4,082 4,572
SORO 6 6,127 6,191 0,444
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Baixar livros de Literatura Infantil
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Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
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