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RESUMO

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de desenvolver um método para
a determinacdo de CMP em leite UAT através da aplicacao da espectroscopia de
infravermelho proximo. Leites UAT de oito marcas diferentes foram utilizados para
a construcdo dos modelos de calibracdo. Em cada uma dessas marcas foram
obtidos oito tratamentos, com base na adicdo de soro em p6 reconstituido ao
leite, em 0 (amostra sem adicao de soro), 1%, 2%, 3%, 4%, 6%, 8% e 10%,
formando um total de 64 tratamentos. Os espectros foram obtidos por NIRS em
trés replicatas, formando um total de 192 espectros. Os resultados da CLAE
mostraram um indice de CMP nas amostras obtidas no mercado, variando entre
33,64 e 398,78 mg/L. Esses resultados indicam fraude por adicdo de soro de
queijo ou baixa qualidade do leite cru utilizado como matéria-prima. Ao todo, 48
modelos foram obtidos, mostrando que para o desenvolvimento de um modelo de
calibracao adequado para a determinacédo de CMP em leite UAT deve-se utilizar
juntamente com o método de regressao PLS, o método de selecdo de espectros
maxima distancia e os pré-tratamentos 22 derivada e variavel normal padronizada.
As regides do infravermelho préximo mais correlacionadas com os movimentos
vibracionais dos aminoéacidos presentes no CMP foram: 1100-1310; 1400-1430;
1490-1550; 1640-1680; 1780-1970; 2020-2100 e 2310-2350 nm. Quando foram
agrupadas essas regides, utilizando as ferramentas quimiométricas selecionadas,
foram encontrados os melhores resultados de R? (0,8946) e de PRESS
(1323569,25), utilizando seis fatores e eliminando apenas 1,56% dos espectros
(outliers). Os resultados das amostras utilizadas na etapa de validacao, indicam
que a adicdo de soro de queijo, ou a utilizacdo de matérias-primas de baixa
qualidade inicial para a fabricacéo de leite UAT, pode ser rotineira. Os resultados
também mostraram que o modelo de calibracdo foi bem ajustado, ja que a razéao
SEC/SEV apresentou-se dentro do intervalo de similaridade (0,74). Além disso, o
modelo de calibracao apresentou capacidade de distincao, pois reconheceu os 48
espectros da validacdo, mas nao reconheceu espectros de quatro marcas de leite
UAT desnatado. A espectroscopia de infravermelho proximo pode ser uma
alternativa para a determinagdo de CMP em leite UAT, desde que haja um
conjunto de calibracdo com amostras representativas da populacéo a ser predita
no futuro.

Palavras-chave: Calibracdao multivariada, NIRS, PLS, pré-tratamentos, protedlise,
soro de queijo
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ABSTRACT

This work was carried out to develop a method for the determination of CMP in
UHT milk using near-infrared spectroscopy. UHT milk from eight different brands
were used for the construction of calibration models. In each of these brands were
obtained eight treatments based on the addition of reconstituted whey powder to
milk, to 0 (sample with no added whey), 1%, 2%, 3%, 4%, 6% 8% and 10%,
giving a total of 64 treatments. The spectra were obtained by NIRS in three
replicates, giving a total of 192 spectra. The HPLC results showed a rate of CMP
in the samples obtained in the market, ranging between 33.64 and 398.78 mg/L.
These results indicate fraud by the addition of whey or low quality of raw milk
used. Altogether, 48 models were obtained, showing that the development of a
calibration model suitable for the detection of CMP in UHT milk should be used
with the PLS method, the method of selecting maximum distance and the pre-
treatment 2nd derivative and standard normal variate. The near-infrared regions
most closely correlated with the vibrational motion of the amino acids present in
the CMP were: 1100-1310, 1400-1430, 1490-1550, 1640-1680, 1780-1970, 2020-
2100 and 2310-2350 nm. When these regions were grouged with the selected
chemometric tools, have been found the best results from R* (0,8946) and PRESS
(1323569,25), using 6 factors, and eliminating only 1.56% of the spectra (outliers).
The results of the samples used for validation, indicates that the addition of whey,
or the use of materials of poor quality for the production of UHT milk can be a
routine. The results also showed that the calibration model was fine adjusted, as
the ratio SEC/SEV was within the range of similarity (0.74). Moreover, the
calibration model showed the ability to distinguish, because it recognized the 48
spectra of validation, but did not recognized spectra of four brands of skim milk
UHT. However, there is a need for a calibration set wider so that be representative
of the entire population.

Keywords: Multivariate calibration, NIRS, PLS, pre-treatments, proteolysis, whey



1 INTRODUCAO

Além de sua importancia econémica, o leite é considerado um alimento
quase completo para o homem, pois apresenta composi¢cdo rica em proteinas,
vitaminas, gordura, carboidratos e minerais, principalmente o calcio, sendo
indicado para todas as idades (SOUZA, 2006).

Com o aumento da exigéncia do consumidor por segurancga alimentar,
a demanda global para uma producao de leite de alta qualidade vem crescendo
nas ultimas décadas. Dentre os varios parametros utilizados para se avaliar a
qualidade do leite, pode-se considerar: a auséncia de protedlise causada por
proteases de bactérias psicrotréficas, que provoca reflexos negativos no produto
final e diminuicéo da vida de prateleira (FUKUDA, 2003); e a auséncia de fraudes,
as quais visam aumentar o tempo de vida de prateleira do produto, aumentar o
ganho com o litro do alimento vendido, e/ou alterar as caracteristicas e 0s
componentes do leite (VIOTTO & CUNHA, 2006).

Entre as fraudes praticadas no Brasil, a mais comum é a adicao do
soro de queijo, que é 90% mais barato que o leite (FERRAO et al., 2007). Esta
fraude tem merecido a atencao dos érgaos de fiscalizagao pelo fato de que para o
consumidor, a diferenga entre o leite puro e o fraudado € imperceptivel quando o
grau de adigao de soro nao ultrapassa 20% (BRANDAO, 2000).

Embora o valor nutricional da proteina do soro seja alto, a substituicao
do leite por soro precisa ser especificada com clareza, pois, caso contrario, é
considerado fraude (VELOSO et al., 2002). A adicdo de soro de queijo ao leite
pode ser detectada e quantificada pela determinacdo do caseinomacropeptideo
(CMP), em que se tolera um indice de CMP de até 30 mg/L para o leite a ser
destinado ao abastecimento direto (BRASIL, 2006b).

Contudo, a presenca de CMP em leite UAT ndo pode ser considerada
indicacao exclusiva de fraude com soro, pois a protedlise por proteases
bacterianas também pode levar ao aparecimento de CMP (RECIO et al., 1996).

A determinacdo do CMP em leite requer a utilizagcdo de analises
demoradas, caras e dificeis de serem executadas (FERRAO et al., 2007). Como a
industria necessita de respostas rapidas, foi objeto de estudos nos ultimos anos

técnicas que exijam menor manipulagao, preparo e tempo de analise reduzidos,



além de bom grau de precisdo. Neste sentido, a técnica de espectroscopia de
infravermelho proximo (NIRS) apresenta-se como uma alternativa promissora
(CEN & HE, 2007).

O espectro obtido a partir do NIRS é o resultado da reflexdo da luz por
moléculas organicas. Todas as bandas de absorcao/reflexdo sdo resultantes de
vibragdes ou combinacdes de vibragdes (SKOOG et al., 2002). A determinacgéo
analitica por infravermelho préximo é baseada na anélise do espectro da matéria-
prima ou produto analisado. Na pratica, a andlise quantitativa fundamenta-se na
determinacao de uma relacdo matematica entre o conjunto de espectros gerados
e valores obtidos a partir de andlises laboratoriais de referéncia. A aplicacéo
qualitativa baseia-se na pesquisa da relacdo com determinados padroes de
comportamento (inflexdes, mudancas de bandas de reflexado, etc) dos espectros,
em decorréncia de algum tipo de alteracdo fisica ou quimica do produto
pesquisado (SIMAS, 2005).

Uma vez criada e validada a biblioteca de espectros, sua facilidade de
uso impressiona quando comparado aos métodos de andlises convencionais. No
entanto, o método NIRS nao apresenta sé vantagens. Como se trata de um
método indireto, necessita do desenvolvimento de calibragdo, precisando, além
dos cuidados preliminares com o método de referéncia, de uma selecdo de
amostras que tenha variabilidade capaz de representar toda a faixa de trabalho,
além das concentragdes dos constituintes refletindo sempre nas mesmas
frequéncias (CAMPESTRINI, 2005).

A espectroscopia no infravermelho ja foi aplicada em leite para
determinacao da proteina, caseina total, gordura, lactose, umidade, classificagao
de leite e em casos de adulteracdo com gordura (RODRIGUEZ-OTERO et al.,
1997). Em relacao a determinacao de CMP em leite fluido, ndo foram encontrados
estudos utilizando o método NIRS.

Considerando os aspectos mencionados, este estudo foi proposto com
o objetivo de desenvolver um método para a determinacdo do
caseinomacropeptideo em leite UAT através da aplicacdo da espectroscopia de

infravermelho proximo.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O leite

Desde a domesticacdo do gado, ha cerca de 6.000 anos, documentos
indianos atestam o fato de que o leite ja& era considerado um importante
constituinte alimentar. Este habito de consumir leite prevalece até os dias de hoje,
e adquiriu o perfil da civilizagdo moderna, que o beneficiou e criou um grande
nimero de produtos lacteos (ROMA JUNIOR, 2008).

Por definicdo, o leite € um produto obtido da ordenha completa e
ininterrupta, em condi¢des de higiene, de vacas leiteiras sadias, bem alimentadas
e em repouso. O leite de outros animais deve denominar-se segundo a espécie
da qual procede (BRASIL, 2008).

A producéao de leite no Brasil obteve na ultima década um crescimento
de 45%, passando de 18,604 bilhdes de litros em 1998 para um total estimado de
27,083 bilhdes em 2008 (EMBRAPA, 2008a), gerando um valor bruto da producgéo
de aproximadamente R$ 15 bilhdes (CNA, 2008). No ultimo ranking elaborado
pela EMBRAPA (2008b), com dados da producdo de 2007, o Brasil apareceu
como o sexto maior produtor de leite do mundo. Em relagdo ao ranking dos
Estados, Minas Gerais apareceu em 12 lugar, com uma producao de 7,275 bilhdes
de litros, seguido de Rio Grande do Sul (2,944 bilhdes de litros) e Parana (2,701
bilhdes de litros). Goias apareceu em 4° lugar, com uma producao de 2,639
bilhdes de litros (EMBRAPA, 2008c).

Além de sua importancia econémica, o leite, sob o aspecto nutricional,
é considerado um dos alimentos mais equilibrados e completos. E consumido em
todas as partes do mundo, tanto na sua forma liquida como na forma de seus
mais diversos derivados, proporcionando o atendimento de grande parte de
nossas necessidades diarias (MAGALHAES, 2008).

Os principais componentes do leite bovino sédo: agua (87,30%), lactose
(4,90%), gordura (3,80%), proteinas (3,30%) e minerais (0,72%). As particulas
suspensas na fase liquida do leite sdao goticulas de gordura e micelas de caseina
(SGARBIERI, 2004).



Contudo, o leite produzido pelo animal varia quanto ao volume e
quanto a relagcdo entre os seus diversos componentes, que podem ser
estratificados em mais de 50 compostos quimicos de importancia variada. As
variagdes quanto a composicado do leite dependem dos fatores: espécie animal,
raca, individualidade animal, intervalo entre ordenhas, variacdo durante a
ordenha, diferengas entre os quartos, periodo de lactacdo, influéncia das
estacbes, alimentacdo, temperatura, doencas, idade do animal e condicdes
climaticas (ROMA JUNIOR, 2008).

E em razdo desta complexa composicdo, que o leite constitui matéria
prima de extrema versatilidade tecnoldgica, cujos constituintes, isoladamente ou
em conjunto, proporcionam a obtengdo de imensa gama de derivados (FUKUDA,
2003).

Atualmente, o leite fluido formal mais comercializado no Brasil é o leite
UAT. Entende-se por leite UAT (Ultra Alta Temperatura), o leite homogeneizado
que foi submetido, durante 2 a 4 segundos, a uma temperatura entre 130 e 150
°C, mediante um processo térmico de fluxo continuo, e imediatamente resfriado a
uma temperatura inferior a 32 °C, e envasado sob condicbes assépticas em
embalagens estéreis e hermeticamente fechadas (BRASIL, 2008).

A produgéo brasileira de leite UAT em escala comercial iniciou-se em
1972, no Rio de Janeiro, com um volume de um milhdo de litros. Mas foi na
década de 90 que houve um intenso crescimento da participagao relativa do leite
UAT no mercado nacional de leite fluido, passando de uma producédo de 184
milnées de litros em 1990, para 2,450 bilhdes de litros em 1997, o que
corresponde a um incremento de 1.231,5% ao longo do periodo (MARTINS et al,
2004).

Nos ultimos anos, o leite UAT tem sido o vetor de crescimento do leite
de consumo no Brasil. Suas vendas, em 2008, somaram 5,3 bilhdes de litros,
representando 75% do total de leite fluido formal consumido no pais. Em 2009, foi
previsto que a industria de leite UAT fechasse o ano com um faturamento de R$ 9
bilhées (ABLV, 2009).

Dentre os varios fatores que podem explicar este crescimento do leite
UAT, pode-se citar os menores custos logisticos, tais como distribuicdo e
comercializacao do produto final; e a maior facilidade de estocagem na industria e



no comércio, em funcao do seu formato em caixa de material semi-rigido. Além
disso, é bastante aceito pelos consumidores devido as facilidades de estocagem
a temperatura ambiente, e a maior vida de prateleira, podendo ser armazenado
por quatro meses ou mais enquanto fechado. Isso possibilita a inclusao do leite na
compra mensal do consumidor, ndo necessitando adquiri-lo diariamente, como o
leite pasteurizado (MAGALHAES, 2008).

Em funcdo destes e outros fatores, a crescente producdo e consumo
do leite UAT no Brasil tem despertado cada vez mais o interesse por pesquisas
relacionadas a qualidade deste produto.

2.2 Qualidade do leite

A qualidade do leite consumido no pais é uma constante preocupacao
de técnicos e autoridades ligadas a area de saude e laticinios. A determinacao de
um leite de qualidade pode ser definida em termos de sua integridade, ou seja,
livre da adicdo de substancias e/ou remocdo de componentes; de sua
composi¢ao quimica e caracteristicas sensoriais, como odor, sabor e aspecto; da
auséncia de patégenos e de deterioragdo microbiolégica, como a que ocorre por
protedlise causada por microrganismos psicrotréficos (DURR, 2004).

A protedlise do leite UAT € um dos fatores mais importantes para a
limitacao de sua vida de prateleira, pois provoca mudancas indesejaveis no sabor,
no odor e na textura, como 0 aumento da viscosidade, levando, em alguns casos,
a formacéao de gelificacao (VIDAL-MARTINS et al., 2005).

A auséncia de fraudes é também um importante parametro para a
determinacdo da qualidade de um leite (SA, 2004). Por definicdo, fraude é a
adicdo ou subtracdo parcial ou total de qualquer substancia na composicao
original do produto. A fraude pode ser caracterizada tanto pela adicdo de uma
matéria qualquer que nao exista no produto, como pela subtracao de um dos seus
elementos, em condi¢des tais que o produto perca suas caracteristicas normais
(BRASIL, 2008).

Inicialmente, as fraudes almejavam obter aumento de volume do leite,

mas, atualmente, visam também alterar as caracteristicas e os componentes, em



especifico o teor de proteinas, com o intuito de receber bonificagées (lucro ilicito)
em sistemas de pagamento por qualidade (VIOTTO & CUNHA, 2006), criando
assim, competicdo desleal e impacto negativo na economia local ou mesmo
internacional (GUAN et al., 2005).

No Brasil, a fraude mais comum em leite é a adicdo com soro de
queijo. Este € um problema que vem preocupando os 6rgaos de fiscalizacao e de
controle de qualidade nacionais e internacionais, uma vez que a adicdo de soro
de queijo ao leite compromete a sua qualidade, prejudica diretamente o
consumidor e aos concorrentes que obedecem a legislacdo, além de incorrer em

diversos crimes previstos na legislacao (CARVALHO et al., 2007).

2.3 Fraude em leite por adicao de soro de queijo

O soro pode ser definido como a fragdao aquosa do leite que é separada
da caseina durante a producao de queijos, correspondendo a cerca de 80 a 90%
do volume do leite, dependendo do tipo de queijo processado e das técnicas de
fabricacdo empregadas. Segundo ZINSLY et al. (2001), o soro pode ser obtido em
laboratdrio ou na industria por trés processos principais:

a) processo de coagulacdo enzimatica (enzima quimosina ou renina),
resultando no coagulo de caseinas, que é a matéria-prima para a producao de
gueijos; e obtencao de soro doce;

b) precipitacédo acida, resultando no soro acido;

c) separacao fisica das micelas de caseina por microfiltracdo, obtendo-
se um concentrado de micelas e as proteinas do soro, na forma de concentrado
ou isolado protéico.

No Brasil a producédo de soro € constituida quase que exclusivamente
de soro doce, pois provém da fabricacdo de queijos por coagulacao enzimatica,
qgue sao os mais comercializados no pais (CAYOT & LORIENT, 1997).

O soro é considerado produto nobre pelo seu teor de proteinas de alto
valor nutritivo, ricas em aminodcidos essenciais; pela presenca de vitaminas do
grupo B e por conter quase a totalidade dos sais minerais e a lactose presente no
leite que o originou (NEVES, 1993). Embora o valor nutricional da proteina do



soro seja alto, a substituicdo do leite por soro precisa ser especificada com
clareza, pois, caso contrario, é considerado fraude (VELOSO et al., 2002).

O soro de queijo € um produto interessante para quem visa o lucro
ilicito, pois pode ser utilizado tanto para aumentar o volume do leite, como para
aumentar as proteinas detectaveis. Além disso, € economicamente atrativa sua
adicao ao leite fluido pelo fato de apresentar um custo reduzido ou nulo, ja que é
um subproduto quase sempre disponivel pela alta quantidade gerada da
fabricacdo de queijos, e pelo fato de ter baixo aproveitamento em derivados e
subprodutos lacteos, além do custo do tratamento para o seu descarte em
natureza ser alto (CARVALHO et al., 2007).

A legislacao brasileira e de todos os paises desenvolvidos proibem a
adicdo de soro de queijo ao leite de consumo (DRACZ, 1996). Contudo, a sua
fiscalizagcdo € um problema para os 6rgaos, pois para o consumidor a diferenca
entre o leite puro e o fraudado é imperceptivel quando o grau de adicao de soro
n&o ultrapassa 20% (BRANDAO, 2000).

Exemplos de fraudes em leites por adicdo de soro de queijo foram
mostrados por LASMAR (2007). Segundo a autora, no Estado de Minas Gerais,
foi encontrada a fraude em 21 amostras de 38 analisadas, sendo que em uma
delas, o teor de adi¢do de soro ao leite chegou a 60%. A autora afirmou que em
uma blitz realizada pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), detectou-se a adicdo de soro de queijo em 32 de 74 industrias
analisadas em 13 Estados brasileiros.

MAFUD et al. (2007), afirmam que para coibir a adicdo de soro de
queijo ao leite, deveria ocorrer a intensificagao da fiscalizacdo e o aprimoramento
dos sistemas de fiscalizacdo. Algumas medidas seriam Uteis para este propésito,
como: levantamento e treinamento do numero ideal de técnicos para suprir a
demanda prevista pelo governo; contratacdo de mais funcionarios e aumento do
orcamento para os 6rgaos de fiscalizagdo; aumento do valor da multa punitiva;
aumento da rotacdo dos fiscais que atuam em cada empresa, evitando que o
mesmo atue sempre nas mesmas; dentre outros. Porém, deve ser feita em longo
prazo, a conscientizacdo de consumidores e empresas em relacéo a qualidade do

leite, para que as agdes corretivas sejam suficientes.



2.4 Caseinomacropeptideo

As proteinas do leite podem ser classificadas em dois grandes grupos,
as caseinas e as proteinas do soro. A caseina pode ser definida como a fracao da
proteina do leite que sofre precipitacdo em pH = 4,6 a 20°C; enquanto que o
restante das proteinas do leite que nao sofrem precipitacdo é chamado
coletivamente de proteinas do soro (FARRELL et al., 2004).

A caseina é constituida de cinco principais variantes genéticas: ast,
as2, B, y e k-caseina, sendo que a a-caseina (incluindo a as1 e as2-caseina)
representa aproximadamente 50% das caseinas, a B-caseina 30%, a k-caseina
15% e a y-caseina 5% (FARRELL et al., 2004). A estrutura da caseina é ilustrada
na Figura 1.
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FIGURA 1 - Desenho esquematico da micela de caseina (Lasmar, 2007)

A k-caseina é constituida por um polipeptidio de 169 aminoacidos e
atua como agente estabilizador da micela de caseina. Contudo, esta propriedade
de estabilizar a micela de caseina é perdida durante a coagulacao enzimatica
pela quimosina, que hidrolisa a k-caseina entre os aminoacidos 105 (fenilalanina-
phe) e 106 (metionina-met) (FUKUDA, 2003).

Dois fragmentos ou peptideos sédo produzidos desta hidrolise: um N-
terminal, denominado para-k-caseina, composto pelos residuos de aminoacidos 1
a 105, que permanece nas micelas de caseina na massa do queijo formada; e um
polipeptideo hidrofilico de 64 residuos de aminoacidos (106-169), derivado da



parte C-terminal da k-caseina, denominado de caseinomacropeptideo (MOLLE &
LEONIL, 1995). A Figura 2 representa o local da agdo da quimosina na k-caseina.

1 2 3 103 104 105 106 107 108 167 168 169
Glu-Glu-Gln----Leu-Ser-Phe Met-Ala-Ile----Thr-Ala-Val
I | | |
v T v
) qUIMOSINA , _
para-k-caseina glicomacropeptideo

FIGURA 2 - Local da acdo da quimosina na k-caseina (Fennema, 2000)

O caseinomacropeptideo é um dos inumeros nomes para os peptideos
resultantes da quebra da k-caseina. O peptideo é também conhecido como
glicomagropeptideo (GMP), devido ao seu elevado conteiudo de carboidratos;
caseinoglicomacropeptideo (CGMP); ou peptideo derivado da caseina (CDP)
(TULLIO, 2007).

A deteccado de CMP no leite UAT é indicativa de adicdo de soro de
queijo pelo fato do CMP ser hidrofilico, permanecendo, entdo, soluvel no soro
obtido (VELOSO et al., 2002). Contudo, a presenca de CMP em leite UAT nao
pode ser considerada indicacdo exclusiva de fraude com soro, pois a protedlise,
por enzimas de bactérias psicrotroficas, pode levar ao aparecimento de CMP
(RECIO et al., 1996).

Atualmente, os microorganismos psicrotroficos passaram a ter maior
importadncia no leite, j& que a Instrucdo Normativa (IN) 51 (BRASIL, 2002),
determinou o resfriamento do leite cru apds a ordenha a uma temperatura de 4°C
a 7°C na propriedade e 10°C na industria, em um periodo maximo de 3h, sendo
que o armazenamento no tanque de expansdo na propriedade nao deve
ultrapassar 48h.

Contudo, varios laticinios comecaram a fazer a coleta do leite cru, nas
propriedades rurais, em intervalos maiores, ja que esse produto pode ser mantido
em baixas temperaturas por periodos mais longos. Como 0s microorganismos
psicrotroficos sdo capazes de se multiplicarem em temperaturas menores que
7°C, leites crus estocados por um tempo maior favoreceram o crescimento de

grande quantidade de bactérias psicrotroficas (SANVIDO, 2007).
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Essas bactérias produzem enzimas proteoliticas e lipoliticas capazes
de resistrem aos tratamentos térmicos comerciais. Embora ndo tenham
especificidade, essas enzimas podem hidrolisar a k-caseina na ligacao 105-106,
levando a formacdo do CMP. Além disso, podem provocar ruptura entre os
aminoacidos metionina (residuo 106) e alanina (residuo 107) formando a estrutura
conhecida como pseudo-CMP, que difere do CMP por ter apenas um aminoacido
a menos (MAGALHAES, 2008).

De acordo com a mesma autora, toda andlise baseada na identificacao
do CMP pode resultar na classificacao errbnea das amostras, ou seja, resultados
falso-positivos quanto a adicdo de soro ao leite, pois ndo tem como diferenciar o
CMP que foi produzido por enzimas proteoliticas e lipoliticas, do que foi obtido
com a adicao de soro.

Entretanto, as enzimas proteoliticas e lipoliticas s6 sdo produzidas
quando a contagem de bactérias excede 10°® UFC/mL (VIDAL-MARTINS et al.,
2005). Segundo MAGALHAES (2008), se for respeitado a temperatura de
armazenamento e o tempo de estocagem determinado pela IN 51 (BRASIL,
2002), ndo havera a formacao de uma quantidade de bactérias suficientes para
produzir as enzimas proteoliticas e lipoliticas, e assim, ndo ocorrera protedlise no
leite UAT.

De acordo com a legislacao brasileira, o leite podera ser destinado ao
abastecimento direto quando forem encontradas concentracdes de até 30 mg de
CMP por litro de leite. Quando o indice de CMP estiver entre 30 e 75 mg/L, o
produto devera ser destinado apenas a producao de derivados lacteos, e quando
houver indice de CMP acima de 75 mg/L, o produto devera ser destinado a
alimentacao animal, a industria quimica em geral ou a outro destino a ser avaliado
tecnicamente, caso a caso, pelo Departamento de Inspecdo de Produtos de
Origem Animal (DIPOA) (BRASIL, 2006b).

Amostras de leite que apresentarem concentragdo de CMP acima de
30 mg/L ndo podem ser destinadas ao consumo direto, pois, ou apresenta adicao
de soro de queijo, ou indica intensa atividade protedlitica, ou seja, € indicio de um
leite fraudado ou de ma qualidade (MAGALHAES, 2008).
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2.5 Métodos para a determinacao de CMP em leite

O MAPA, através da Portaria n® 124, de 23 de setembro de 1991
(BRASIL, 1991), estabeleceu dois métodos oficiais para a determinacdo do CMP,
sendo um qualitativo (reativo de Ehrlich para a determinacao do acido sialico), e o
outro quantitativo (deteccdo e quantificacdo do CMP por meio da cromatografia
liguida de alta eficiéncia). Contudo, essa Portaria foi revogada pela Portaria n®
144, de 8 de junho de 2007 (BRASIL, 2007).

Atualmente, a legislacao vigente é a Instrucdo Normativa n® 68, de 12
de dezembro de 2006 (BRASIL, 2006a), que estabeleceu dois métodos para a
determinacao de CMP no leite. Um dos métodos é baseado na determinagcao do
CMP por CLAE, como ja estabelecido em 1991. De acordo com FUKUDA (2003),
a CLAE é a técnica aceita internacionalmente para identificar e quantificar o CMP.
Contudo, essa mesma autora afirma que a utilizagdo do método CLAE se torna
muitas vezes inviavel em virtude do alto custo dos equipamentos, reagentes e da
necessidade de mao-de-obra altamente especializada.

A IN 68 (BRASIL, 2006a), também estabeleceu como oficial o método
da ninidrina &acida, que é baseado na determinacdo espectrofotométrica
quantitativa do acido sialico ligado ao caseinomacropeptideo que € liberado da k-
caseina, na regiao do visivel do espectro, a 470 nanémetros (nm). Em 2003,
FUKUDA mostrou que esta técnica apresentou correlacao positiva (r=0.981) com
o método CLAE, e concluiu que o método da ninidrina acida deveria ser utilizado
nas analises de rotina, por ndo envolver materiais e equipamentos sofisticados,
ou mao de obra qualificada, além de reduzir o tempo de execugao das analises e
que a CLAE deveria ser utilizada s6 em casos duvidosos ou em contra-provas
laboratoriais.

No entanto, FUKUDA (2003), mostrou que os métodos da ninidrina
acida e da cromatografia liquida de alta eficiéncia ndo foram capazes de
diferenciar o CMP produzido da protedlise bacteriana, do proveniente do soro de
queijo.

Estudos com varios outros métodos foram obtidos com o intuito de

simplificar a marcha analitica e aumentar a sensibilidade dos métodos existentes.
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Dentre os varios estudos e métodos propostos para a determinacdo do CMP em

leite, pode-se citar:

- Cromatografia de troca idnica (LEONIL & MOLLE, 1991);

- Cromatografia de exclusao molecular (VAN HOOYDONK & OLIEMAN, 1982);

- Eletroforese em gel de poliacrilamida (VILELA, 1987);

- Ensaio imunoenzimatico (ELISA) (PICARD et al., 1994);

- Cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (OLIEMAN & VAN
RIEL, 1989);

- Cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa e Espectrometria de
Massa, combinados (MOLLE & LEONIL, 1995; MAGALHAES, 2008);

- Eletroforese capilar (RECIO et al., 1996);

- Eletroforese capilar de zona com uma coluna hidrofilica de silica fundida (VAN
RIEL & OLIEMAN, 1995);

- CLAE e a espectrometria de massa de ionizacao por electrospray (NONI &
RESMINI, 2005);

- Dentre outros.

Apesar dos varios estudos feitos para a determinagédo de CMP em leite,
ainda se faz necesséario o desenvolvimento de um método analitico que seja
rapido, preciso, barato, que ndo necessite de mao de obra especializada, e que
utilize equipamentos automatizados (ROMA JUNIOR, 2008). Neste sentido, a
técnica de espectroscopia de infravermelho préoximo (NIRS) apresenta-se como

uma alternativa promissora.

2.6 Espectroscopia de infravermelho préximo (NIRS)

NIRS é a sigla de uma técnica denominada near infrared reflectance
spectroscopy (espectroscopia de reflectancia no infravermelho préximo). O
infravermelho préximo recebe este nome devido a sua proximidade do espectro
visivel. A parte do espectro eletromagnético visivel ao olho humano se estende de
400 a 780 nm, enquanto que o espectro eletromagnético do infravermelho vai de

2.500 a 1.000.000 nm. A regido intermediaria entre o infravermelho e o espectro
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visivel, situada entre 780 a 2.500 nm é denominada de infravermelho proximo
(SOTELO, 2006), como pode ser vista na Figura 3.

10nm 400nm 780nm 107°m 10'm
Raios| Ulravioleta | Vis | INFRAVERMELHO Microondas Radiofreqiiéncias
X
NIR

12800 cm™ <:> 4000 cm™
780 nm 2500 nm

FIGURA 3 - O espectro eletromagnético (Sotelo, 2006)

Existem diferencas basicas no comportamento da emissao de luz nas
diferentes regides do infravermelho. Enquanto que o infravermelho préximo
caracteriza-se por uma combinacdo de harménicas (ondas curtas com 700 a
1.400 nm) e bandas de vibragdo (1.400 a 2.500 nm), o infravermelho médio se
caracteriza por uma propagacao de luz como vibragdes fundamentais (2.500 a
50.000 nm), e o infravermelho longinquo apresenta ondas muito longas (50.000 a
1.000.000 nm) propagando-se como rotacoes (GIVENS et al., 1997).

A espectroscopia no infravermelho préximo é consagrada desde o
inicio da década de 60 (BORIN, 2003). Entretanto, pelo fato das bandas serem
harménicas e de combinacdo, a absorcdo na regiao do infravermelho préoximo é
10 a 100 vezes menos intensa que no infravermelho médio. Além disso, existem
combinacdes e forte sobreposicdo das bandas, fazendo com que os espectros de
infravermelho préximo sejam de dificil interpretacdo, o que deixou a técnica NIRS
no esquecimento por algum tempo (WORKMAN et al., 1996).

S6 no inicio dos anos 80, com a popularizacdo dos
microcomputadores e 0 surgimento de uma nova area na quimica, a quimiometria,
€ que o infravermelho préximo voltou a ser objeto de estudos em quimica analitica
(NATALINO, 2006).

Os continuos avancos da informatica em termos de hardware e
software, possibilitaram a aquisicdo de um grande numero de dados de uma

mesma amostra, tornando possiveis analises complexas de solugdes e
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substancias, fazendo com que a técnica NIRS fosse utilizada em um namero cada
vez maior de aplicacdes (SKOOG et al., 2002).

Como vantagens do NIRS sobre os métodos convencionais pode-se
citar: medidas freglentes e rapidas, entre 15 e 90 segundos por analise; pequena
quantidade de amostra utilizada; preparacao rapida e simples das amostras;
determinacao simultanea de diferentes atributos; além de possuir alta seletividade
(CAMPESTRINI, 2005; CEN & HE, 2007).

Este método analitico também tem ganhado avancos e terreno nas
aplicac6es industriais em virtude de ser limpo, pois ndo ha emprego de reagentes
agressivos e nem a geracao de residuos danosos ao ambiente. Além disso, o
baixo custo devido a rapidez das analises justifica a compra do equipamento
(HELFER et al., 2006).

2.6.1 Principios da espectroscopia de infravermelho proximo

Basicamente, o termo espectroscopia tem sido utilizado para designar
métodos analiticos em que se estuda a interacao de radiacdes eletromagnéticas
com a matéria, sendo um dos seus principais objetivos, o estudo dos niveis de
energia de atomos ou moléculas (PANTOJA, 2006). De uma maneira
generalizada, a técnica & uma integracdo da espectroscopia, estatistica e
computacéo de dados (VAN KEMPEN & JACKSON, 1996).

Os alimentos sdo compostos principalmente de matéria orgéanica e uma
menor fracdo inorganica. Todas as ligacdes organicas tém bandas de absorcao
na regiao do infravermelho préximo, enquanto que os minerais s6 sao detectados
quando em complexos organicos ou quelatos (VAN KEMPEN & JACKSON,
1996).

Por causa da baixa massa atdmica do hidrogénio, as harmoénicas e
combinacdes de banda do hidrogénio tornam os grupos funcionais C-H, O-H e N-
H dominantes no espectro do infravermelho préximo em alimentos, possuindo
comprimentos de onda de absorcao caracteristicos (SKOOG et al., 2002).

A base fisica de absorcao de luz é relacionada a natureza das ligacoes

moleculares que, por sua vez, sdo definidas pelos vinculos entre atomos dentro
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de molécula (VAN KEMPEM &JACKSON, 1996). Dependendo da massa e das
ligacbes quimicas em torno de um atomo, tém-se efeitos vibracionais distintos na
molécula. Devido a este carater vibracional, as moléculas, quando submetidas a
acao de radiacoes, estdo sujeitas ao desenvolvimento de uma série de efeitos
inerentes as ondas eletromagnéticas, tais como absorcao, refracéo, reflexdo e
espalhamento. Tais efeitos sdo especificos dos atomos presentes na molécula,
bem como da regido do espectro envolvida, permitindo a identificacdo de
compostos (SILVERSTEIN & WEBSTER, 2000).

Varios modelos sdo propostos para explicar o comportamento
vibracional das moléculas, porém, nenhum deles é tdo eficiente quanto o da
esfera-mola. De acordo com este modelo, os atomos sado representados por
esferas de tamanho variavel, ao passo que as ligacdes sao descritas como molas
com elasticidades diferentes. Uma molécula s6 estaria na posicao estatica a 0°K
(-273,15 °C). Em qualquer temperatura diferente, existe o movimento vibracional,
representado por varios estagios de estiramento da “mola”, entre os limites de
estiramentos maximo e minimo. Estas vibragdes e seus respectivos estados de
estiramento dependem fundamentalmente dos tipos de atomos envolvidos
(tamanho das esferas”) e da forca de ligacao (“forca da mola”). Dependendo dos
fatores citados, cada vibracdo apresenta uma energia caracteristica, denominada
energia vibracional (PASQUINI, 2003).

As vibracdes moleculares podem ser classificadas em deformacao
axial (ou estiramento) e deformagdo angular, e podem ser simétricas ou
assimétricas. As vibracdes angulares podem ainda ser classificadas como no
plano ou fora do plano (DURRANT, 2009). Os diferentes tipos de vibragdo sao
mostrados na Figura 4.

— deformagdo angular
- - p e .‘
estiramento + - + +
AR A X NS NS KX
N N\, RA \T/ \T/ :
simétrice  assimétrico assimétrica assimétrica  simétrica simeétrica
ne plano fora do fora do plane no plano

plano

FIGURA 4 - Tipos de vibracdées moleculares (Adaptado de Durrant, 2009)
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Como a intensidade de uma banda de absorcdo € proporcional a
concentragcdo do componente que causou esta banda, a quantidade de um
composto presente em uma amostra pode ser determinada através de uma curva
de calibracdo (intensidade da banda versus concentragao) construida a partir de
amostras com concentracbes conhecidas do composto em questdo
(SILVERSTEIN & WEBSTER, 2000).

Contudo, é importante salientar que seria facil lidar com o NIRS se o
espectro se apresentasse claro e distinto para os varios componentes da amostra,
mas nao € assim que ocorre. Segundo VAN KEMPEN & JACKSON (1996), os
alimentos apresentam grande numero de ligacdes moleculares que caracterizam
diversos compostos organicos, mas que absorvem luz de um mesmo
comprimento de onda, gerando um espectro com muitas bandas de vibracéo e
harmonicas sobrepostas, dificultando a interpretacdo e a extracdo da informacao
contida neles. Essa sobreposicdo vai depender das substancias presentes em
cada alimento, e as vezes podem ser variaveis dentro de um mesmo alimento,
quando ha a comparacao de amostras distintas.

Assim, para predicdo de um composto organico, de uma amostra
contendo uma distribuicao heterogénea de substancias quimicas, o NIRS utiliza o
artificio de comparar resultados obtidos por laboratério com os espectros obtidos
por ele, através da calibragcdo multivariada (BRAGA & POPPI, 2004).

2.7 Quimiometria e calibracao multivariada

A quimiometria foi proposta no final dos anos 70, e pode ser definida
como uma disciplina da quimica que utiliza métodos matematicos, estatisticos e
l6gica formal, a fim de selecionar os melhores procedimentos experimentais para
a obtencgao de informagdes quimicas de natureza multivariada (HOPKE, 2003). A
quimiometria, em conjunto com técnicas espectroscopicas, permite a extracao de
informagcdes dos espectros completos e/ou de faixas espectrais (PANTOJA,
2006).
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Na quimiometria, uma area muito aplicada atualmente é a calibracéao
multivariada, que é aquela que permite determinar um componente de interesse
em matrizes complexas, ou analisar, simultaneamente, varios componentes em
sistemas mais simples (MALUF, 2008).

A primeira etapa da constru¢cdo do modelo de calibracdo multivariada
trata da aquisicdo de respostas instrumentais para uma série de padroes
(amostras de calibracao), em que o valor da propriedade de interesse é conhecido
(BRAGA & POPPI, 2004). A base da calibracdo multivariada é, portanto, um
sistema de determinacdo indireta. Torna-se imprescindivel a utilizacdo de um
grupo de amostras cuja propriedade de interesse seja determinada inicialmente
por um método de referéncia, no qual o software encontra uma correlagao entre
uma propriedade de interesse (concentracdo, por exemplo) com o respectivo
espectro, que servirdo para a construgdo do modelo matematico (NATALINO,
2006).

A calibracdo multivariada também é empregada de forma efetiva para
analise de espectros de matrizes complexas, pois no espectro dessas amostras
podem ocorrer sobreposicdes de sinais devido aos seguintes fatores: presenca de
compostos com bandas espectrais semelhantes, ocorréncia de diversos
estiramentos e deformacdes vibracionais em cada molécula, e grande
interferéncia da agua, que pode mascarar outros compostos. Além disso, a
calibracao multivariada é de suma importancia para corrigir erros e efeitos nao
lineares no espectro NIRS, causados por perdas de energia da amostra por
absorbancia, refracao interna, difusao interna e reflexdo especular (QUEJI, 2008).

2.7.1 Métodos para selecao de espectros

No desenvolvimento dos modelos, uma das primeiras fases & detectar
amostras an6malas ou outliers. Esta etapa, juntamente com a escolha do niumero
de fatores (ou variaveis latentes) suficientes para explicar toda a informacgéo
analitica necessaria, constituem as principais etapas de andlise para a correta

obtencdo de modelos que serao utilizados para determinar as concentragdes de
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novas amostras, através de seus respectivos dados espectrais (NAGATA et al.,
2001).

Amostras an6malas sao aquelas cujas caracteristicas se diferenciam
muito do valor global (H), calculado para cada tratamento (SIMAS, 2005). A
distancia de Mahalanobis e a maxima distancia sdo métodos muito utilizados para
a selecao de espectros, pois identificam e eliminam os espectros andmalos,

melhorando a eficiéncia do modelo de calibragdo (FERREIRA et al., 1999).

2.7.2 Pré-tratamento dos dados

Interferéncias de parametros espectrais, como espalhamento de luz,
profundidade de penetracdo da luz, entre outros, sdo fatores que podem variar de
um espectro a outro, mesmo que seja da mesma amostra, originando modelos
nao lineares. Para reduzir, eliminar ou padronizar os impactos sobre os espectros,
sao utilizados pré-tratamentos matematicos. A utilizacado de pré-tratamentos
também facilita a interpretacao dos espectros, pois ajudam na obtencao de dados
importantes e na exclusao de dados desnecessarios, melhorando a qualidade de
previsdo dos modelos de calibracao (ZENI, 2005). Algumas técnicas de pré-
tratamento sdo mostradas a seguir.

Segundo PEDRO (2004), a inclinacao e desvios da linha de base
podem ser removidos pela aplicacdo de derivadas. As linhas de base da curva
gue apresentam tais caracteristicas podem ser aproximadas por um modelo linear
do tipo:

A=ai+b
em que a absorbéancia A é influenciada por uma inclinagdo a e por um termo
constante b, que representa o desvio da linha base.

A primeira derivada da expressao acima fornece:

dd
dA

e, deste modo, o termo constante b é removido.

o

Ja com a aplicacdo da segunda derivada, obtém-se também a exclusao
do termo a, que representa a inclinacdo da linha de base, como pode ser
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observado na préxima equacdo. Com isso, uma completa regularizacdo da linha
de base é obtida:

d* 4 B

di’

Porém, deve-se ter cuidado com a qualidade dos espectros aos quais

deseja-se aplicar o calculo das derivadas, uma vez que ndo sé 0s sinais
espectrais, como também os ruidos, tornam-se acentuados (BRAGA & POPPI,
2004).

Os pré-tratamentos correcdo da linha de base e eliminacdao de
tendéncias podem ser utilizados para reduzir o deslocamento da linha de base e
curvilinearidades. Ja a utilizagdo da variavel normal padronizada (SNV) tem por
objetivo remover as interferéncias multiplicativas de dispersdo, tamanho de

particulas, variagédo de luz e distancia nas analises por NIRS (MALUF, 2008).

2.7.3 Construcao do modelo de calibracao

Uma vez feito o pré-tratamento dos dados, a etapa seguinte é a
construgao do modelo de calibracao, considerando que apds o pré-tratamento e a
selecao de espectros, a complexidade do modelo devera ser menor, melhorando,
portanto, o método de regressao utilizado. De maneira geral, 0 modelo deve
extrair a informacéao relevante contida nos espectros de infravermelho préximo, a
qual esta relacionada diretamente com a informacao que se deseja conhecer no
futuro, aplicando o modelo conhecido (SOTELO, 2006).

Ha a coleta de espectros de amostras de calibragdo em um
equipamento NIRS, e a anadlise dessas amostras através de um método de
referéncia, para obter os valores de referéncia correspondentes. O
desenvolvimento do modelo envolve a determinacdo das relacées entre os
espectros e os valores de referéncia dos parametros analisados. O esquema

geral do processo de calibracdo é ilustrado na Figura 5.
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(absorbéancias, etc)
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CALIBRACAO

(PLS, PCR)
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FIGURA 5 - Esquema geral do processo de calibracéo (Sotelo, 2006)

Entende-se da figura acima que a matriz Y representa a informacéao
que se deseja que o modelo represente, reproduza e seja capaz de estimar
quando amostras desconhecidas sejam analisadas. O modelo de calibracido é
simplesmente uma relacdo entre X (espectros NIRS) e Y (propriedades a
modelar) e os varios métodos de regressao existentes sdo diferentes na forma
como elas relacionam ambas as informacgdes.

E usual que as varidveis X (varidveis espectrais) sejam capazes de
conter diversos tipos de informagdées ao mesmo tempo, em proporgdes diferentes.
Como consequéncia, tem-se uma redundancia de dados, sendo a compressao
dessa informacao a melhor forma de contornar este problema. Segundo SOTELO
(2006), essa reducao ainda € mais necessaria quando o comportamento do
sistema ndo é conhecido, sendo dois métodos de regressao os mais utilizados
para a compressdao, o PCR (Regressao por Componentes Principais) e o PLS
(Regressao por Minimos Quadrados Parciais). Somente o método PLS vai ser
estudado por estar disponivel no software utilizado no experimento.

O objetivo do PLS é representar a vasta informagdo contida nos
espectros em um outro sistema de variaveis, reduzido, sem perder informacgéo
relevante, onde as novas varidveis sdo chamadas de fatores (t;) ou variaveis
latentes. Os fatores sdo combinacdes lineares das variaveis originais, superando
assim os problemas de seletividade (ndo eliminando nenhuma variavel) e
colinearidade (muitas variaveis contém tipos de informagbes similares). O

processo de compressao de dados é mostrado na Figura 6.
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FIGURA 6 - Processo de compressao de dados (Sotelo, 2006)

O método PLS reduz a matriz dos dados considerando tanto a
informagcdo em X, como a informacédo em Y, de forma a maximizar a sua relacao
com os fatores calculados. Com isto, sdo obtidos componentes que melhor se
relacionam com Y e, ao mesmo tempo, explicam da melhor maneira possivel a
variabilidade em X (GELADI & KOWALSKI, 1986).

O método baseia-se na projecdo da matriz X em um espaco de
dimensdao menor, que consiste na decomposicdo dos espectros de modo a
diferenciar a relacao entre as amostras e a relacao entre as variaveis espectrais.

Nesta etapa, a matriz de espectros é decomposta em duas matrizes de
variagdes: loadings (pesos) e scores (escores). Os escores sdo as coordenadas
dos espectros no sistema agora definido pelos componentes principais, indicando
a relacao entre as amostras, e 0s pesos, representam a relacao das variaveis
espectrais entre o sistema original e o sistema definido pelos fatores. A interagéao
entre 0s escores e 0s pesos define 0s componentes principais, sendo que cada
um define a dimensao que as variaveis estdo medindo em comum, o que pode
ser interpretado como uma interagao relevante entre as variaveis envolvidas
(CHAMINADE et al., 1998).

No PLS, a calibracdo multivariada pode ser realizada utilizando a
informacao de toda a faixa espectral. No entanto, considerando o grande numero
de variaveis fornecidas por toda a faixa espectral, algumas destas variaveis
podem interferir na modelagem, além de tornar o tratamento dos dados mais
lento. Além disso, podem ser consideradas informacdes nao relevantes, como por
exemplo, bandas que ndo contenham nenhuma informacéo das propriedades a
serem analisadas e a amplitude da razao sinal-ruido (NORGAARD et al., 2000).
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Para melhorar o desempenho de técnicas de calibracdo multivariada,
tem sido utilizados procedimentos apropriados para a selecdo das regides
espectrais associadas aos compostos estudados. Dentre estes procedimentos,
normalmente a escolha da regido espectral a ser modelada depende da
experiéncia do analista (das regides habitualmente excluidas) e do seu
conhecimento do sistema sob investigacdo (BORGES NETO, 2005).

Recentemente, alguns algoritmos foram desenvolvidos com o propésito
de pesquisar e selecionar as regides espectrais, localizando o conjunto de
variaveis que podem resultar nos melhores modelos. Um exemplo de algoritmo
utilizado para esta finalidade € o método dos minimos quadrados parciais por
intervalo (iPLS), que é uma extensao do PLS. A técnica de selegcdo de variaveis
elimina automaticamente informacdes nao relevantes, obtendo melhores modelos
de calibracao (PARISOTTO et al., 2009).

2.7.4 Parametros que indicam a qualidade de um modelo de calibracao

Como ja mostrado, a eliminacao de espectros andmalos e a escolha do
nuamero de fatores melhoram a eficiéncia do modelo de calibragdo. Alguns
parametros, calculados com os resultados obtidos pelos modelos, servem para a
escolha e selecdo de modelos mais adequados para a predicao dos parametros
desejados. Segundo SALIBA et al. (2003), estes parametros sao: coeficiente de
determinacdo (R?), PRESS, erro-padrdo de calibracdo (SEC) e erro-padrdo de
validacao (SEV).

O coeficiente de determinacéo deve ser interpretado como a proporgcéao
de variacao total da variavel dependente que € explicada pela variagdo da
variavel independente. A anélise do valor de R? nos mostra a correlagdo dos
pontos da curva de calibracdo, quanto mais proximo a 1,00 este valor, mais
correlacionado estdo os valores com a reta obtida (ZENI, 2005).

De acordo com FERRAO et al. (2004), o nimero apropriado de fatores
na calibracdo PLS pode ser determinado pelo PRESS (predicted residual error
sum of squares), que é a soma dos desvios quadrados para os valores estimados

em relacdo aos valores reais, como mostrado na equacao a seguir:
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PRESS = Z (vi—=3)

i=1

Nesta equacao, yi é o valor de referéncia para a iésima amostra, e Yi é
a previsao para o valor desta amostra. Um decréscimo no PRESS indica um
modelo robusto, ou seja, com habilidade de previsdo. Por exemplo, se a
capacidade de predicdo é boa, ou seja, se o valor obtido pelo modelo de
calibragdo for préximo do valor obtido pelo método de referéncia, a diferenca
entre esses valores sera pequena. Assim, o somatério dessas pequenas
diferencas resultara em um valor de PRESS também pequeno, significando que o
modelo tem habilidade de previsdo, ja que os valores obtidos por ele sao
préximos dos valores obtidos pelo método de referéncia.

Quanto maior o numero de fatores, menor o desvio da reta de
calibracdo, porém, se for utilizado um numero de fatores maior que o
recomendado, podera ocorrer aumento do ruido, erros de modelagem, e
armazenamento de informacdo desnecessaria ou nao correlacionada com a
propriedade medida, levando a obtengdo de modelos com menor qualidade de
previsdo, denominados de modelos sobre-ajustados (FERRAO & DAVANZO,
2005). Por outro lado, a inclusdo de um numero muito baixo de fatores pode
deixar de modelar muitas informacdes importantes, ocasionando o efeito
denominado de ajustamento inferior (CARNEIRO, 2008).

Outra medida que é empregada para avaliar a habilidade de previsao
de um modelo € o SEC, onde os valores sao preditos apds a construcdo do
modelo com todas as amostras, ou seja, 0 modelo faz a predi¢cdo para todas as
amostras de calibracdo de uma Unica vez. O SEC é calculado pela equagéao a
seguir, onde “n” representa o nimero de amostras utilizadas (FERRAO et al.,
2004).

—
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2.7.5 Validacao

Depois de calibrado, o equipamento ainda ndo esta pronto para ser
utilizado, ja que a calibracdo deve ser testada em um processo denominado de
validacdo. Segundo PASQUINI (2003), uma validagdo pode se parecer muito com
uma calibragéo. A diferenca fundamental é que as amostras de validagdo nao sao
empregadas para se ajustar o modelo, somente para verificar o desempenho do
modelo com novos dados.

A validacdo do modelo é indispensavel apds a calibracdo de uma
propriedade qualquer por espectroscopia. A validacdo pode ser realizada por dois
métodos, a validagéo externa e a validagao cruzada (MILAGRES, 2009).

De acordo com a mesma autora, na validagao externa, para se verificar
a eficacia da predicéao dos constituintes, € utilizado um conjunto de teste separado
e diferente do conjunto de calibracdo. Com o conjunto de calibracdo, obtém-se
equacdes de regressdo que serdao usadas para predizer o valor das amostras do
conjunto de validacdo, a partir dos seus espectros de infravermelho préximo.
Dessa forma, & possivel comparar os valores estimados com os valores
determinados pelo método de referéncia.

O uso de um conjunto separado constitui a abordagem de validagéao
mais direta. Recomenda-se utilizar a validacao externa sempre que possivel, pois
os modelos obtidos usualmente fornecem melhores resultados (PASQUINI, 2003).

Na validagdo cruzada uma ou mais amostras sdo removidas das
amostras do modelo de calibracdo e utilizadas como um conjunto de predicdo. As
amostras da predicao retornam ao conjunto de calibragdo e novas amostras séo
removidas como amostras de predicao. Este processo é repetido até que todas as
amostras do conjunto de calibracdo tenham passado pelo conjunto de predicao
(SIMAS, 2005).

Sugere-se que a validacdo cruzada seja usada apenas quando o0
namero de amostras for limitado, em casos que o custo das analises de
laboratério € elevado (PASQUINI, 2003).

A mesma equacdo mostrada para SEC pode ser utilizada para obter o
erro padrao de validagao, onde se substitui os valores ys para as amostras deste
conjunto, denominando agora de SEV (FERRAO et al., 2004).
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Os valores de SEC e de SEV podem ser utilizados para determinar o
ajuste de um modelo. De acordo com FERRAO et al. (2004), valores de SEV
muito maior que o de SEC indicam modelos sobre-ajustados, isto é, a regressao
encontrada considera dados que nao estdo realmente correlacionados, como por
exemplo, ruidos, erros sistematicos, etc. Assim, o modelo pode ser considerado
bem ajustado quando a relacdo SEC/SEV fica no intervalo entre 0,5 e 1, sendo

que valores mais préximos de 1, indicam modelos mais bem ajustados.

2.8 Regides do infravermelho proximo associadas aos movimentos

vibracionais da estrutura dos aminoacidos

Estruturalmente, os aminoacidos sao formados por um grupamento
carboxila (COOH), um grupamento amina (NH.) e um radical que determina cada
um dos vinte aminoacidos (CAMPBELL, 2001).

O CMP é rico em aminoacidos de cadeia ramificada como a valina e
isoleucina, e livre de aminoacidos aromaticos (fenilalanina, triptofano e tirosina) e
dos aminoacidos sulfurados cistina e cisteina. Observa-se na Tabela 1 a
composicao tedrica dos aminoacidos presentes no CMP.

TABELA 1 - Composicao tedrica dos aminoéacidos presentes no CMP (Chu et al.,
1996)

Aminoéacido/Abreviatura Valor teérico (%)
Acido Aspartico/Asp 8,5
Acido glutamico/Glu 19,2

Alanina/Ala 3,3
Arginina/Arg 0
Glicina/Gly 0,9
Histidina/His 0
Isoleucina/lle 10,1
Leucina/Leu 1,7
Lisina/Lys 5,7
Metionina/Met 2,0
Prolina/Pro 11,6
Serina/Ser 7,8
Treonina/Thr 18,2
Valina/Val 8,9

*Em quantidades trago.
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As estruturas dos quatro aminoacidos encontrados em maior
quantidade no CMP (Tabela 1), que juntos representam 59,1% do total de

aminodcidos, sdo mostradas na Figura 7.

H H
e e 0, T H o, 1 M %@ 1 M
Ho o L., TH “c—C—N L=L=R TN
Pl |
CH, ‘ 5 / vV .H HO H
| HO | H HO H-[: C"f JC\H
THa CH NN H,C CH
c HO CH L H S
HO o 3 H H CH,
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FIGURA 7 - Estrutura dos aminoacidos encontrados em maior quantidade na
estrutura do CMP (Campbell, 2001)

MURRAY & WILLIAMS (1990), mostraram em seu estudo, as regides
do infravermelho proximo em que ocorrem movimentos associados as vibragoes
dos principais compostos organicos, N-H, C-N, C-O, O-H e C-H. Como o CMP é
formado por 64 residuos de aminoacidos e o método NIRS é baseado nos efeitos
vibracionais do enlace molecular que se deseja determinar, é importante mostrar
as regides do infravermelho préximo que sdo associadas aos movimentos
vibracionais da estrutura dos aminoacidos do CMP (Tabela 2), pois estas regides
serdo Uteis para que os objetivos deste trabalho sejam alcancados.
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TABELA 2 — Regibes e faixas espectrais associadas aos movimentos vibracionais
da estrutura dos aminoacidos (Murray & Williams, 1990)
Faixa
espectral (nm)
1 1100-1310 22 sobretons: Absorcdo desconhecida de varios
aminoacidos; 32 sobretons: estiramento N-H de todos
0s aminoacidos; estiramento COO  ou combinacao de
bandas de varios aminoacidos;

1400-1430 32 sobretons: estiramento O-H de grupos COOH

1490-1610 ¢ sobretons: estiramento N-H; extensdao C-N de
aminas; 22 sobretons: estiramento COO  ou
combinacdo de bandas de aminoacidos ionizados;
estiramento COO™ ou combinacdo de bandas de
varios aminoacidos; 32 sobretons: deformagdo N-H,
aminas primarias e secundarias; deformagdo NH; de
aminoacidos; estiramento C-O do grupo COOH de
aminoacidos

4 1590-1650 12 sobretons: estiramento N-H de todos os

aminoacidos
5 1640-1680 32 sobretons: deformacao NHs;+NH de aminoacidos
6 1780-1970 12 sobretons: absor¢cdo desconhecida de varios
aminoacidos

7 2020-2150 22 sobretons: deformacao N-H de aminas primarias e
secundarias; 22 sobretons: deformacdo NH; de
aminoacidos; 22 sobretons: estiramento C-O do grupo
COOH de aminoacidos

2200-2250 22 sobretons: deformacao NH3z + NH de aminoacidos

2310-2420 12 sobretons: estiramento COO™ ou combinacdo de
bandas de aminoacidos ionizados; estiramento COO
ou combinagédo de bandas de varios aminoacidos; 32
sobretons: estiramento C-N de aminas primarias;
estiramento C-N de aminas primarias

Regido Movimento vibracional associado

W N

© 00

2.9 Aplicacao do NIRS em analises com leite fluido

RODRIGUEZ-OTERO et al. (1997), fizeram uma ampla revisdo da
utilizacdo do infravermelho préximo em produtos lacteos. Esses autores
mostraram varios experimentos utilizando a técnica NIRS na determinagédo da
proteina, caseina total, gordura, lactose, umidade, classificacdo de leite e em
casos de adulteragdo com gordura. Nestas determinacbes, os autores
apresentam trabalhos utilizando varios comprimentos de onda, pré-tratamentos e

métodos de regressao.
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Ainda hoje, a maior parte dos estudos aplicam o NIRS nas mesmas
determinacées mostradas por RODRIGUEZ-OTERO et al. (1997), mas a cada
ano novas ferramentas quimiométricas, como métodos de regressao, pré-
tratamentos, selecao de variaveis, etc, sdo lancadas no mercado, permitindo aos
trabalhos recentes a obteng&o de melhores modelos de calibragéo.

Em relacdo a determinagdo do CMP em leite fluido, seja cru,
pasteurizado ou ultra pasteurizado, ndo foram encontrados estudos realizados
com o método NIRS.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

- Desenvolver um método para a determinagdo do caseinomacropeptideo em
leite UAT através da aplicagdo da espectroscopia de infravermelho préximo
(NIRS).

3.2 Objetivos especificos

- Definir o0 método de selecdo de espectros e o (s) pré-tratamento (s) mais
adequados para o desenvolvimento de um modelo por NIRS, para a
determinacao do CMP em leite UAT;

- Definir as regides do infravermelho préximo que apresentam maior correlacédo
com 0s movimentos vibracionais especificos dos aminoacidos do CMP;

- Selecionar o0 modelo de calibracdo mais adequado para a determinacdo do
CMP em leite UAT, através da utilizacdo do método de selecédo de espectros,
do (s) pré-tratamento (s) selecionados, e das regides do infravermelho préximo
mais correlacionadas com o0s movimentos vibracionais da estrutura dos
aminoacidos do CMP;

- Avaliar a eficacia do modelo de calibracao através da validacao externa.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local do experimento

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de
Espectrofotometria e Cromatografia do Centro de Pesquisa em Alimentos (CPA)
da Escola de Veterinaria (EV) da Universidade Federal de Goias (UFG).

4.2 Preparo das amostras para a construcao dos modelos de calibracao

Foram utilizados leites UAT de oito marcas diferentes, todos oriundos
de laticinios sob Inspecédo Federal (SIF), sendo sete localizados no Estado de
Goias e um em Minas Gerais. As amostras das marcas de leites UAT foram
adquiridas e mantidas a temperatura ambiente. No momento das analises,
apresentaram periodo de fabricagao inferior a um més

Amostras supostamente sem adicdo de soro de queijo, de cada uma
das marcas, foram analisadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE), em triplicata, para que fosse determinado o indice de CMP em cada leite
UAT utilizado na construcdo dos modelos de calibracdo. Este procedimento foi
denominado de tratamento 0, pois ndo houve adicdo de soro, as amostras foram
analisadas como obtidas do mercado.

Além do tratamento 0, em cada marca foram obtidos outros sete
tratamentos, com base na adicao de soro de queijo reconstituido ao leite em 1%,
2%, 3%, 4%, 6%, 8% e 10%. Para que haja melhor compreensao, os tratamentos
foram denominados conforme a adicdo do soro de queijo ao leite, ou seja, de
tratamentos 1, 2, 3, 4, 6, 8 e 10, respectivamente, totalizando oito tratamentos em
cada marca utilizada, e 64 tratamentos no total.

O soro utilizado foi obtido através da reconstituicdo de soro doce em
pd, de uma marca comercial, para evitar possiveis interferéncias da utilizacdo do

soro obtido da producao de queijo. Como o soro doce contém entre 6 e 7% de
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soOlidos totais (CARVALHO et al.,, 2007), para a preparagdo do soro foram
utilizados 70g de soro em pd para cada litro de agua destilada.

O teor de umidade do soro em p6 utilizado ndo foi mostrado nas
informagdes contidas na embalagem. Assim sendo, foram feitas analises, em
triplicata, do teor de umidade desse produto. O resultado médio encontrado foi de
2,36%. Assim, o soro reconstituido utilizado neste experimento apresentou 6,83%
de solidos totais, representando bem as caracteristicas de um soro obtido da
coagulacao enzimatica.

O soro reconstituido foi analisado por CLAE, para que fosse
determinada a quantidade de caseinomacropeptideo presente nele. A partir do
valor encontrado, em mg/L, foram feitos calculos para determinar o teor de CMP
nas adicoes realizadas, ou seja, a quantidade de CMP presente em 1%, 2%, 3%,
4%, 6%, 8% e 10% do soro reconstituido. Assim, os valores dos tratamentos 1, 2,
3,4, 6, 8¢ 10, de cada marca, foram obtidos através do valor de CMP encontrado
na adigcao feita, somado ao valor obtido por CLAE no tratamento 0 da marca em
questao. Esta foi a maneira mais viavel para a execucao do experimento, ja que
as andlises de CMP por CLAE dos 64 tratamentos, em triplicata, foram
impossibilitadas em virtude do alto gasto com reagentes, materiais e
equipamentos; além da demora nas analises (x oito analises por dia de trabalho),
0 que inviabilizou as determinacdes de todas as amostras por CLAE, devido ao
fato do equipamento CLAE ser bastante utilizado para analises de rotina.

4.3 Célula utilizada para as analises por NIRS

O CPA sé dispunha de células para andlises de amostras solidas.
Havia no mercado um numero reduzido de empresas comercializando células
liguidas compativeis com o0 equipamento utilizado neste trabalho, e que
ofereciam o produto a um custo elevado. Nao havia recursos para a compra de
uma célula propria para analises de amostras liquidas.

A solucao encontrada foi projetar uma célula para analise de amostras

liguidas a partir das dimensdes de uma célula para sélidos, para que a peca
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fabricada fosse compativel com as dimensbées do equipamento, e que fosse
permitido a utilizacdo do vidro de quartzo de uma célula sélida.

A peca foi fabricada em uma torneadora, em material de aluminio,
pintada com uma tinta preta fosca, para que nas analises por NIRS houvesse
reflexdes associadas apenas as amostras de leite UAT. A peca foi formada por
um suporte e por uma tampa contendo o vidro de quartzo. O vidro foi fixado a
tampa através da utilizacao de cola de silicone. Foram colocadas borrachas entre
0 suporte e a tampa, para proteger o vidro, e permitir a vedacao da peca através
do ajuste suporte/tampa por quatro parafusos localizados nas extremidades da
célula projetada. Foi feita uma abertura na parte superior da peca, para facilitar o
uso e o descarte das amostras de leites UAT.

Observa-se na Figura 8 a célula projetada para analise de amostras
liquidas.

A Cc D E

FIGURA 8 - Célula projetada para andlise de amostras liquidas. A-suporte; B-
célula fechada vazia; C-abertura da célula vazia; D-célula fechada
com leite UAT; E-abertura da célula contendo leite UAT

Na célula projetada foram necessarios apenas 45 mL de cada amostra.
O custo desta célula foi em torno de 10% do valor de uma célula ofertada por
empresas especializadas.

As leituras foram realizadas em um espectrofotémetro de infravermelho
proximo (NIRS) da Perstorp Analytical Company, modelo 6500 equipado com
detector de reflectancia, na faixa de 1100 a 2500 nm, em intervalos de 2 nm. Para
eliminar ruidos aleatérios, como por exemplo ruidos da rede elétrica, as medidas
no aparelho foram realizadas 32 vezes para cada amostra, sendo obtido o

espectro médio. Para garantir que variagbes extremas de temperatura nao
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interferissem na coleta dos espectros, o equipamento foi mantido em uma sala
com temperatura controlada de aproximadamente 25°C.

Os espectros armazenados foram posteriormente submetidos aos
tratamentos estatisticos disponiveis no software Vision®. Em cada um dos
tratamentos foram obtidos espectros em trés replicatas, obtendo nos oito
tratamentos de cada marca, 24 espectros, e 192 no total. Cada espectro foi obtido

em apenas 23 segundos.

4.4 Critérios para a selecao dos modelos

Foram desenvolvidos varios modelos para determinar o método de
selecdo de espectros, o (s) pré-tratamento (s) matematico (s) e as regides do
infravermelho proximo que deveriam ser utilizados para a obtengdo do modelo de
calibracao mais adequado para a determinagédo de CMP em leite UAT.

Na selecao desses parametros foi considerado como critério inicial os
modelos que apresentaram maiores coeficientes de determinacéo (R?). Nos casos
em que os coeficientes de determinacdo mostraram-se préximos, utilizou-se o

menor valor de PRESS e o menor nimero de fatores.

4.5 Definicao do método de selecao de espectros e pré-tratamento (s)

matematico (s)

Inicialmente, os testes foram realizados para definir o método de
selecdo de espectros mais adequado para a obtencdo de um bom modelo de
calibragdo. Nesta etapa, foram obtidos dois modelos, um com cada método de
selecdo de espectros observados no Quadro 1. Para o desenvolvimento desses
modelos, além de um dos métodos de selecdo, foram utilizados o método de
regressao PLS, e a informacgéo contida na faixa de 1100 a 2500 nm.

Foram feitas as avaliagdes entre os métodos de selecdo do Quadro 1,

porque € descrito na literatura que tanto um método como o outro pode ser
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adequado a um grupo de amostras, dependendo das caracteristicas da mesma.

Essa avaliagédo s6 é possivel apds uma simulacdo com os métodos.

QUADRO 1 - Métodos de selecdo de espectros e pré-tratamentos matematicos
disponiveis no software Vision®
Métodos de selecédo de espectros Pré-tratamentos matematicos
12 Derivada
22 Derivada
Correcao da linha de base
Eliminag&o de tendéncias
Variavel Normal Padronizada

Distancia de Mahalanobis
Maxima Distancia

Assim, o método de selecdo mais adequado e o método PLS,
utilizando a faixa de 1100 a 2500 nm, foram utilizados para obtencdo de modelos
utilizando os pré-tratamentos mostrados no Quadro 1. Primeiramente, os modelos
foram desenvolvidos com os pré-tratamentos 12 e 22 derivadas, para determinar
qual delas proporcionaria um melhor modelo.

A derivada selecionada foi, entdo, testada com os outros pré-
tratamentos do Quadro 1, para analisar se a utilizacdo de mais de um pré-
tratamento promovia melhoria nos modelos de calibragdo. A melhor combinagao
entre 0 método de selecao de espectros escolhido e o (s) pré-tratamento (s), foi
selecionada para ser utilizada nos testes, visando obter um modelo de calibracdo
adequado para a determinacao de CMP em leite UAT.

4.6 Definicao das melhores regioes espectrais

Como o software utilizado neste experimento ndo possuia um algoritmo
que permitisse a selegcdo das faixas espectrais mais adequadas, € nao foram
encontrados estudos com a técnica NIRS para a determinacdo de CMP em leite
UAT, para o desenvolvimento do modelo de calibragdo mais adequado, poderiam
ser utilizadas as regides do infravermelho proximo associadas aos movimentos
vibracionais da estrutura dos aminoéacidos presentes no CMP (Tabela 2).

Contudo, o estudo de MURRAY & WILLIAMS (1990) foi realizado com

compostos puros. Em fungédo do leite ser uma matriz altamente complexa, pode
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ser que algum composto organico apresente nas regides observadas na Tabela 2
uma resposta maior que a dos aminodacidos, ja que varios componentes podem
absorver luz em um mesmo comprimento de onda. Além disso, podem apresentar
nessas regioes distorcoes espectrais por oscilacdes do proprio equipamento, que
interferem na obtencdo das informacdes relacionadas com a propriedade de
interesse, gerando assim, modelos de calibragéo ruins.

Entdo, para definir as regibes mais correlacionadas com o0s
movimentos vibracionais dos aminoacidos presentes no CMP, foram
desenvolvidos modelos utilizando faixas de 50 nm de intervalo, desde a faixa
1100-1150 nm até 2450-2500 nm, usando o método PLS, juntamente com o
método de selecdo de espectros e o (s) pré-tratamento (s) definidos nas etapas
anteriores.

Os resultados desses modelos desenvolvidos com intervalos de 50 nm
foram associados as regides observadas na Tabela 2. Para mostrar como as
associagdes foram feitas e quais foram os critérios utilizados para a selecao de
cada faixa espectral, pode-se utilizar a regidao quatro da Tabela 2 (1590-1650 nm)
como exemplo. Fazem parte dessa regidao duas faixas de 50 nm testadas, as
faixas 1550-1600 e 1600-1650. Dependendo do resultado de R® encontrado
nessas faixas, a regiao quatro pode ter tido um dos trés destinos:

1. Se foram encontrados bons valores de R? nessas duas faixas de 50 nm,
entao a regido quatro foi selecionada para os testes, visando obter o modelo de
calibracao mais adequado para a determinacdo de CMP em leite UAT. Assim,
as regides visualizadas na Tabela 2 que apresentaram bons resultados de R?
nos intervalos de 50 nm associados a elas, foram selecionadas para os testes.
2. Se foram encontrados baixos resultados de R® nessas duas faixas de
intervalo de 50 nm, entdo a regiao quatro foi eliminada dos testes. Assim, todas
as regides observadas na Tabela 2 que apresentaram baixos resultados de R?
nos intervalos de 50 nm associados a elas, foram eliminadas dos testes.

3. Se a faixa 1550-1600 nm apresentou baixo valor de R? e a faixa 1600-1650
apresentou bom valor de R?, poderia se pensar em utilizar apenas a faixa 1600-
1650 e eliminar os 10 ultimos nanémetros da faixa 1550-1600, pois pertencem
a uma faixa com baixo valor de R® Contudo, pode ser que a informacdo de

interesse tenha comecado nesses 10 nandémetros eliminados, havendo com
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isso, a perda de informacgéo correlacionada com o que se busca. Entdo, nos
casos em que parte de uma regido apresentou bom valor de R? e parte
apresentou baixo valor de R? nas faixas com 50 nm, foram feitos testes para
determinar qual o intervalo apresentava-se mais correlacionado com as
informacdes do analito.
Apdbs a selecao das regides foram desenvolvidos modelos utilizando
cada uma delas. Com base no valor de R? encontrado foram classificadas e
depois agrupadas com o intuito de aumentar as informacées moleculares
relacionadas com os compostos de interesse, e assim, obter melhores modelos
de calibragdo. Primeiramente, foram desenvolvidos modelos utilizando apenas as
duas melhores regides, depois as trés melhores, e assim por diante, até o
agrupamento de todas as faixas espectrais. Este procedimento visou determinar
se todas as regides associadas aos compostos de interesse sdo Uteis para a
melhoria dos modelos de calibracao, ou se alguma (s) delas deveriam ser retirada
(s) por interferir negativamente nos resultados do modelo.
As regides do modelo considerado mais adequado, foram ainda
analisadas com o intuito de detectar diferengas visuais bem definidas em cada

uma delas.

4.7 Validacao externa

Das oito marcas utilizadas na etapa de calibragdo, duas marcas, uma
produzida no Estado de Goids e a outra produzida em Minas Gerais foram
utilizadas para a validacdo externa. Contudo, estas marcas sdo de lotes
fabricados com mais de um més de diferenca dos lotes das respectivas marcas
utilizados para a calibracao.

As marcas utilizadas na etapa de validagao externa foram submetidas
as mesmas manipulacdes realizadas nas amostras do conjunto de calibracéo.
Assim, 48 espectros formaram o conjunto de validacdo. As amostras foram
determinadas por CLAE, seguindo os procedimentos realizados na calibragao, e

pelo método NIRS, utilizando o modelo de calibracdo considerado mais adequado
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para a determinacdo do CMP em leite UAT, por espectroscopia de infravermelho
proximo (NIRS).

A capacidade qualitativa do modelo de calibragao também foi avaliada.
Para isto, foram utilizadas quatro marcas de leite UAT desnatado. De cada uma

das quatro marcas foram obtidos dois espectros, totalizando oito espectros.

4.8 Metodologia para a quantificacago de CMP em leite UAT por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Para a determinacdo em mg/L do teor de CMP por CLAE em leite UAT
foi feita uma curva de calibracao (Figura 9), preparada utilizando-se leite genuino,
de procedéncia conhecida. Para o seu preparo foi utilizado um padrdao de CMP
com grau de pureza de no minimo 90% (Dindmica®). O padrao foi diluido em leite
em 0, 15, 30, 50, 75 e 100 mg/L, de acordo com recomendado pela metodologia
oficial (BRASIL, 2006a).
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12000000 - R==0,9947
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8000000 4
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Concentragio (mglL)
FIGURA 9 - Curva de calibracdo para a determinacao de CMP em leite fluido

Para o preparo da amostra para analise, 20mL de leite foram tratados
com 10 mL da solucdo de &cido tricloroacético (TCA) a 24%, deixando em
repouso por 60min. Apos este periodo realizaram-se duas filtragcdes, a primeira
em papel de filtro qualitativo, descartando-se as cinco primeiras gotas do filtrado,
e a segunda em filtro MILLIPORE de 0,45 pum.

A determinacao cromatografica foi realizada com a injecao de 20uL do

filtrado no cromatografo, GILSON 118, utilizando detector UV/VIS, operando em
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vazao de 1mL/min, e a deteccao na faixa do UV em comprimento de onda de
205nm, com a linha de base ja devidamente estabilizada.

A corrida cromatografica foi realizada em aparelho de cromatografia
liguida de alta eficiéncia, com sistema isocratico (GILSON 306), com injetor
automatico ASTED — XL da marca GILSON e looping de 20uL e coluna Zorbax
GF-250 Bioséries da Agilent de 9mm de diametro interno por 250mm de
comprimento. A fase estacionaria da coluna era composta por particulas esféricas
de silica, modificadas na superficie por zirconio estabilizado, enquanto que a fase
ligada era composta por monocamada molecular hidrofilica com diametro de poro
de 150A°. A solugéao da fase mével usada foi um tampao fosfato com pH6 (1,74g
de fosfato de potassio dibasico (K:HPO.) p.a., 12,37g de fosfato de potassio
monobasico (KHoPO4) p.a. e 21,419 de sulfato de sodio (NaxSO4) dissolvido em
1000mL de agua milli-Q ultra purificada.

Foi construido um grafico de concentracdo de CMP em mg/L versus
absorbancia em UV a 205 nm, calculando-se a equacgédo da reta de regressao,
sendo aceitos valores de r=0.95.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 indices de CMP encontrados nas amostras do conjunto de calibragao

Os resultados por CLAE, em triplicata, mostraram um indice de CMP
acima do permitido para a destinacao ao consumo direto (BRASIL, 2006b) nas
amostras sem adicdo de soro de queijo das oito marcas de leites UAT utilizadas
na etapa de calibracdo. Os resultados encontrados variaram de 33,64 a 398,78
mg/L, apresentando uma variacao de 1.085,43% entre o maior € 0 menor valor.
As oito marcas utilizadas apresentaram resultados de 1,12 a 13,30 vezes acima
do permitido ao consumo direto.

De acordo com BRASIL (2006b), dos oito resultados encontrados, os
lotes de trés marcas deveriam ter sido destinados a producdo de derivados
lacteos, pois apresentaram indices de CMP de 33,64; 39,52 e 65,58 mg/L. As
outras cinco marcas apresentaram: 105,08; 152,22; 182,62; 202,38 e 398,78 mg
de CMP por litro de leite. Assim, os lotes dessas marcas deveriam ser destinados
a alimentacdo animal, a industria quimica em geral ou a outro destino permitido
pelo DIPOA, mas de modo algum a alimentacdo humana, como ocorreu.

Levando-se em consideracao os altos indices de CMP encontrados nos
leites UAT analisados, € mais provavel que tenha ocorrido adicdo de soro de
queijo, e nao protedlise bacteriana.

Para ocorrer protedlise no leite UAT que libere uma grande quantidade
de CMP livre, é necessario que a carga de psicrotroficos no leite cru seja elevada.
Contudo, altas contagens de bactérias psicrotroficas provocam queda no pH
durante a estocagem do leite cru, desestabilizando a micela de caseina, deixando
o leite susceptivel a coagulagao, principalmente, quando submetido ao tratamento
térmico (CARDOSO, 2006). Assim, a industria ndo recebera um leite cru com
possibilidade de coagular durante a fabricacao do leite UAT.

Além disso, o laticinio ndo correria o risco de utilizar uma matéria-prima
que possibilitasse intensa protedlise no leite UAT, pois o consumidor, insatisfeito

com os reflexos negativos no produto final, passaria a adquirir uma outra marca.
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Contudo, mesmo diante das evidéncias, ndo € possivel afirmar que o
CMP encontrado ndo seja relacionado com a protedlise, € sim com a adicdo de
soro de queijo, ja que o método CLAE nao é capaz de determinar a origem do
CMP detectado no leite.

De qualquer forma, os leites analisados estdo em desacordo com a
legislagdo vigente (BRASIL, 2002; BRASIL, 2006b), j& que resultados de CMP
acima de 30 mg/L indicam leite fraudado por adicao de soro de queijo ou de ma
qualidade da matéria-prima.

O soro reconstituido apresentou uma concentracao média de 2.540 mg
por litro. Assim, os valores de CMP em 1, 2, 3, 4, 6, 8 e 10% do soro reconstituido
foram, respectivamente: 25,4; 50,8; 76,2; 101,6; 152,4; 203,2; 254 mg/L. Apds a
adicao desses valores aos resultados do tratamento zero de cada marca, foram
encontrados valores de CMP entre 33,64 e 652,78 mg/L, nos 64 tratamentos que
formaram o conjunto de calibragéo.

A distribuicao dos resultados das amostras do conjunto de calibragéo é

observada na Figura 10.
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FIGURA 10 - Distribuicdo de freqiéncia dos resultados de CMP dos 64
tratamentos do conjunto de calibracao

Observa-se na Figura 10, que o conjunto de calibracao foi composto
por classes com numero diferente de amostras, pois as oito marcas apresentaram
grande variacdo nos resultados do tratamento zero. Esperava-se, que fossem
obtidos nos tratamentos zero das amostras do conjunto de calibracao, indices de
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CMP iguais ou préximos de zero, ja que supostamente, as amostras comerciais
seriam isentas de CMP.

Assim, com as adicdes de soro de queijo de 1 a 10%, seria obtido um
conjunto de amostras com valores de CMP aproximados entre 0,0 e 254,0 mg/L,
ou seja, haveria um grupo de amostras englobando as concentracées de CMP
consideradas na legislacdo vigente (BRASIL, 2006b) para as trés destinacées
cabiveis, e a distribuicdo de freqliéncia apresentaria classes com numero
aproximados de amostras.

5.2 Definicao do método de selecao de espectros

Os resultados com os métodos distancia de Mahalanobis e maxima

distancia sao visualizados na Tabela 3.

TABELA 3 - Modelos de calibracdo com distancia de Mahalanobis e maxima
distancia, utilizando o método PLS e toda a faixa de 1100 a 2500 nm

Modelo Método R? PRESS Fatores
1 Distancia de Mahalanobis 0,6165 1510068,250 5
2 Méaxima distancia 0,6073 1549479 5

O modelo 1, que utilizou a distancia de Mahalanobis, apresentou maior
valor de R? e menor valor de PRESS que o modelo 2, que utilizou a méaxima
distancia. Maior valor de R? significa maior correlacdo com os valores da reta
obtida, e o menor valor de PRESS significa maior robustez. Assim, o método
escolhido deveria ser a distancia de Mahalanobis.

Contudo, quando foi utilizado o método de Mahalanobis em testes
utilizando regides espectrais menores, o software apresentou uma mensagem de
erro, alertando que pelo numero de amostras, deveria ser selecionada uma regiao
com um intervalo maior. A utilizagdo da distancia de Mahalanobis sé foi permitida
quando foram colocadas regides individuais com pelo menos 500 nm de intervalo.
Ja a maxima distdncia aceitou em seus testes regidbes de apenas 2 nm de

intervalo.
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Como um dos objetivos foi definir regidbes associadas com o0s
movimentos vibracionais dos compostos presentes no CMP, optou-se por utilizar
a maxima distancia como método de selecdo de amostras. Este método se
mostrou viavel por tornar possivel a utilizacao de faixas com intervalos menores, e
por apresentar valor de R? pouco menor (1,51%), e valor de PRESS pouco maior
(2,79%) que os obtidos com a distancia de Mahalanobis, mostrando que modelos
desenvolvidos por maxima distancia podem ter eficiéncia semelhante aos obtidos
por distancia de Mahalanobis.

Em relacdo ao numero de fatores, nos dois modelos foram
considerados como adequados a utilizacdo de cinco fatores, pois foram
associados aos mais baixos valores de PRESS. Se fosse utilizado um numero de
fatores maior que o recomendado, poderia ocorrer a obtencdo de modelos sobre-
ajustados (FERRAO & DAVANZO, 2005) e se fosse utilizado um menor ndmero
de fatores, poderia ocorrer o efeito denominado de ajustamento inferior
(CARNEIRO, 2008).

Como nao foram encontrados estudos para a determinacdo de CMP
em leite fluido pela técnica NIRS, serdo mostradas a seguir pesquisas recentes
utilizando esta técnica com o método PLS, em outras areas, para que se tenha
uma idéia do numero de fatores considerados adequados.

MORGANO et al. (2007), concluiram que o uso de seis fatores foi o
mais apropriado na construcao do modelo para determinar o teor de acucar em
amostras de café cru.

QUEIJI (2008) estudando a determinacdo de acgucares simples, acido
malico e compostos fendlicos totais em bagaco de maca, encontrou como
adequada a utilizagao de seis fatores.

SAUER-LEAL et al. (2008), estudando a caracterizagao fisico-quimica
de queijo prato, observaram que o menor erro foi conseguido com um grande
namero de fatores, normalmente 10 a 15. Entretanto, houve capacidade de
previsdo com incremento pouco significativo a partir do oitavo fator. Por este
motivo, visando evitar a criagdo de modelos sobre-ajustados, que normalmente
apresentam pouca robustez, decidiram desenvolver modelos utilizando até oito

fatores.
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O software Vision® foi configurado para utilizar até oito fatores nos
modelos de calibracao obtidos neste experimento, para evitar a utilizagcdo de um
namero grande de fatores, e assim, a obtencdao de modelos sobre-ajustados.

O modelo dois, desenvolvido sem a utilizacdo de pré-tratamentos, foi
considerado um modelo com baixa capacidade de previsao, ja que de acordo com
MONCADA (2006) equacbes de calibracdo possuem boa capacidade preditiva
quando o coeficiente de determinagcdao é superior a 0,69. Assim, torna-se
imprescindivel o uso de pré-tratamentos de dados, para que o0s modelos
desenvolvidos apresentem maior habilidade de previsao.

5.3 Definicao do (s) pré-tratamento(s)

A Figura 11 mostra os 192 espectros de leites UAT do conjunto de

calibracao, sem a utilizacao de pré-tratamentos.
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FIGURA 11 - Espectros de leites UAT sem a utilizacao de pré-tratamentos

Na Figura 11, os espectros sofrem influéncia da inclinagéao e desvios da
linha de base. Devido a isso, a visualizagdo e interpretacdo das modificagdes
espectrais, devido a presenca do analito de interesse, sdo prejudicadas. E
esperado, portanto, que os modelos de calibracdo provenientes da utilizacdo
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desses espectros apresentem coeficientes de determinacdo de menor valor do
que espectros com derivadas.

Observa-se na Figura 12 que nos espectros do conjunto de calibracao
com a aplicacao da 12 derivada, permanece a inclinagao da linha de base, apesar
do desvio da linha de base ter sido eliminado. Assim, as condicbes de
interpretacao e visualizagdo dos espectros sao melhorados significativamente em

relacdo ao espectro bruto, mas ainda sofre interferéncias.
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FIGURA 12 - Espectros de leites UAT em 12 derivada

Os espectros da Figura 13, em 22 derivada, sofrem tanto eliminacdo do
desvio da linha de base, como também da inclinagdo, obtendo espectros que
permitem a visualizacdo e interpretacdo de suas caracteristicas com maior
eficiéncia. Assim, teoricamente, esses espectros permitem o desenvolvimento de
um modelo de calibracdo mais adequado que os anteriores, mas deve-se ter

prudéncia, ja que os ruidos podem ser potencializados.
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FIGURA 13 - Espectros de leites UAT em 22 derivada

Os resultados dos modelos desenvolvidos para definir quais pré-
tratamentos fornecem melhores modelos de calibragdo para a determinagao de
CMP em leite UAT, sdo observados na Tabela 4.

TABELA 4 - Pré-tratamentos utilizados com a maxima distancia e método de
regressao PLS, utilizando toda a faixa de 1100 a 2500 nm

Modelo Pré-tratamento R® PRESS Fatores ?]ljt:'ozr)s
3 12 derivada 0,5703 2062621 3 0
4 22 derivada 0,7945 2012293,5 3 7 (3,64)
5 22 derivada com
variavel normal 0,8173 1978950 3 8 (4,16)
padronizada
6 22 derivada com
correcao da linha  0,7637 2269413,5 3 2 (1,04)
de base
7 22 derivada com
eliminacao de 0,7951  2009452,625 3 7 (3,64)
tendéncias

A 22 derivada foi escolhida por apresentar um valor de R? superior
39,31% ao da 12 derivada, mostrando que a 22 derivada permite a obtencédo de
melhores modelos de calibracdo. A 22 derivada foi, entdo, testada com os pré-
tratamentos variavel normal padronizada, correcao da linha de base e eliminagao

de tendéncias.
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A Tabela 4 mostra que o modelo cinco, com 22 derivada e variavel
normal padronizada, apresentou valor de R? superior, e valor de PRESS inferior
aos dos outros modelos com 22 derivada, mostrando que a combinagao dos pré-
tratamentos 22 derivada e variavel normal padronizada, foi a mais adequada para
a obtencao de bons modelos de calibragéo.

Contribui também para a escolha do modelo cinco, o fato de que o R?
obtido foi maior que o considerado pela literatura para boa capacidade preditiva
(MONCADA, 2006) e por ter utilizado apenas trés fatores. Além disso, foram
reconhecidos como outliers e eliminados apenas 4,16% dos espectros do
conjunto de calibracao.

Segundo PASQUINI (2003), a exclusdo de algumas amostras é
freqUente e, geralmente, contribui para uma melhoria da qualidade da calibragéo.
Os resultados mostrados na Tabela 4 corroboram esta afirmativa, ja que o modelo
com a 22 derivada e variavel normal padronizada apresentou maior quantidade de
outliers, e melhores resultados que os demais modelos que utilizaram a 22
derivada.

No entanto, PASQUINI (2003) explica ainda que € necessario ser
prudente, pois a supressao de uma grande quantidade de amostras outliers
resulta na diminuicAo da representatividade. FONTANELI et al. (2002),
mencionam que na rotina e calibracdo do NIRS, a populacdo-alvo esta bem
representada quando séo eliminadas menos de 10% de outliers, mostrando que o
namero de outliers eliminadas pelo modelo cinco foi adequado.

5.4 Selecao das regioes do infravermelho proximo mais correlacionadas

com os movimentos vibracionais dos aminoacidos presentes no CMP

Analisando os resultados da Tabela 5, pode-se observar que faixas
espectrais da ordem de 50 nm nao fornecem bons modelos de calibracdo, ja que
todos os valores de R? foram inferiores a 0,69. A média de R? encontrada foi de
apenas 0,33. O valor de PRESS também nos mostra que modelos com intervalos

de 50 nm possuem baixa capacidade de previsao, pois a maioria dos modelos da
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Tabela 5 apresentou valor de PRESS maior que o obtido com o modelo cinco
(Tabela 4), que utilizou a informacgéo de toda a faixa de 1100 a 2500 nm.

TABELA 5 - Modelos com faixas de 50 nm de intervalo, utilizando méaxima
distancia, 22 derivada e variavel normal padronizada, e método de regressao PLS

Modelo Faixa espectral R? PRESS Fatores
8 1100-1150 0,6061 1685377,125 4
9 1150-1200 0,5354 1905676,375 3
10 1200-1250 0,4905 2327253,25 5
11 1250-1300 0,4631 2504410,75 6
12 1300-1350 0,5144 1951239,875 4
13 1350-1400 0,4097 2239908 3
14 1400-1450 0,4141 2701997,25 6
15 1450-1500 0,2927 3102543,75 3
16 1500-1550 0,422 2971597,25 5
17 1550-1600 0,2696 3469525,75 6
18 1600-1650 0,1019 3490163,75 1
19 1650-1700 0,3977 2858971,75 6
20 1700-1750 0,28 3102543,75 6
21 1750-1800 0,3274 3151170,75 4
22 1800-1850 0,378 275149275 4
23 1850-1900 0,5574 1830194,375 4
24 1900-1950 0,3598 3098328,25 5
25 1950-2000 0,4021 2656292,75 4
26 2000-2050 0,3383 3078423,25 6
27 2050-2100 0,3374 2992234,25 6
28 2100-2150 0,0742 3976009,75 1
29 2150-2200 0,1088 4055214,5 1
30 2200-2250 0,0931 3684292,25 1
31 2250-2300 0,076 3765374,75 1
32 2300-2350 0,461 2661341 6
33 2350-2400 0,23 3434361.,5 6
34 2400-2450 0,0706 4207574 1
35 2450-2500 0,2303 3625222,25 6

Segundo BULLE (2009), faixas pequenas nao oferecem bons modelos,
pois € necessario um numero minimo de informagdes moleculares, por isso 0s
resultados nos intervalos de 50 nm foram ruins. Contudo, alguns intervalos de 50
nm (Tabela 5) mostraram-se mais adequados para a obtencdo de modelos de
previsdo, apresentando R? acima da média (0,33), indicando que a associagdo

dessas faixas espectrais com os movimentos vibracionais especificos da estrutura
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dos aminoacidos presentes no CMP, de acordo com a Tabela 2, poderia melhorar
a qualidade dos modelos de calibracao.

Da associagao dos movimentos vibracionais dos aminoacidos (Tabela
2) com os resultados da Tabela 5, utilizando os critérios descritos em material e
métodos, foram selecionadas as seguintes regides do infravermelho préximo:
1100-1310; 1400-1430; 1490-1550; 1640-1680; 1780-1970; 2020-2100 e 2310-
2350 nm. De acordo com os resultados apresentados pelos modelos de cada
uma, foram classificadas em regides espectrais mais correlacionadas com o0s

movimentos vibracionais dos aminoacidos do CMP, como mostra a Tabela 6.

TABELA 6 - Classificacdo das regides espectrais mais correlacionadas com os
movimentos vibracionais dos aminoacidos do CMP

Modelo Classificacdo Regido espectral R? PRESS Fatores
36 128 1100-1310 0,6516 1739980,25 5
37 28 1780-1970 0,6237 2125471,75 6
38 32 1490-1550 0,4671  2794317,5 6
39 42 2310-2350 0,4222 2658279,75 6
40 52 2020-2100 0,3824  3479440,5 4
41 62 1400-1430 0,2177  3174990,5 2
42 78 1640-1680 0,12 3266338 1

Como n&o foram obtidos valores de R? muito préximos, ndo houve
dificuldades para estabelecer as melhores regides, ndo sendo necesséria a
analise dos valores de PRESS. Conforme a classificacdo obtida, essas regides
espectrais foram agrupadas, apresentando modelos com os resultados mostrados
na Tabela 7.

TABELA 7 - Resultados dos agrupamentos realizados conforme a classificagdo
das melhores regides espectrais, mostrada na Tabela 6

Modelo Numero de regides R® PRESS Fatores  Outliers
agrupadas (n%/%)

43 Duas 0,707 1857104,125 6 1 (0,52)
44 Trés 0,7416 1760862,875 6 2 (1,04)
45 Quatro 0,8381 1631780,25 6 2 (1,04)
46 Cinco 0,8417 1631219 5 2 (1,04)
47 Seis 0,8876 1559730,875 6 2 (1,04)
48 Sete 0,8946  1323569,25 6 3 (1,56)
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Os resultados da Tabela 7 mostram que houve melhoria nos modelos a
medida que foi sendo agrupado um numero maior de regiées, mostrando que toda
a informacao correlacionada com os movimentos vibracionais da estrutura dos
aminoacidos é determinante para a obtencdo do modelo com maior capacidade
de previséo.

Assim, o modelo 48, desenvolvido com o método de selecdo maxima
distancia, com os pré-tratamentos 22 derivada e variavel normal padronizada, com
o método de regressdo PLS, utilizando as regides espectrais 1100-1310; 1400-
1430; 1490-1550; 1640-1680; 1780-1970; 2020-2100 e 2310-1350 nm, foi
considerado o mais adequado para a determinacdo de CMP em leite UAT, pois
dentre todos os modelos desenvolvidos, foi 0 que apresentou o maior valor de R?
e 0 menor valor de PRESS.

A relagéo entre os valores determinados por este modelo, e os valores
obtidos pela andlise de referéncia (CLAE) € mostrada na Figura 14. Estes
resultados mostram o ajuste dos dados obtidos pelo método de calibragdo, com
os dados do método de referencia, sendo o ajuste equivalente ao R? de 0,8946; o
maior valor alcangado nos modelos testados.
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FIGURA 14 - Relagao entre os valores determinados pelo NIRS e os valores de
referéncia obtidos por CLAE



50

5.4.1 Regides em que foram visualizadas diferencas espectrais bem
definidas

Foram detectadas diferengas visuais bem definidas, nos espectros da
maioria das marcas do conjunto de calibracao, em dois pontos pertencentes as
regidbes do modelo 48 (Tabela 7). Nao foram encontradas diferencas em outros
pontos do infravermelho préximo, mostrando que as diferengas encontradas séao
correlacionadas com o movimento dos aminoacidos. Os espectros mostrados nas
Figuras 15 e 16 pertencem a uma das marcas do conjunto de calibracdo, em que

as diferencas foram mais visiveis.

A) Regido 1: 1116 a 1204 nm

1126 1128 1130 1132 1134
(A) COMPRIMENTO DE ONDA (NM)
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s
I
D
A
D
E
1142 1146 1150 1154 1158 1162
(B) COMPRIMENTO DE ONDA (NM)

FIGURA 15 - Diferencas espectrais nos intervalos A: 1124-1136 e B: 1143-1162
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A Figura 15 mostra as diferengas visuais entre 1124 e 1136 nm, e entre
1143 e 1162 nm, mas quando a imagem foi aproximada no software Vision®,
percebeu-se diferencas em toda a faixa de 1116 a 1204 nm.

O intervalo A mostra uma inflexdao positiva (reflexdo), com as
intensidades méaximas, obtidas no software Vision®, variando de 6,6555 na
amostra sem adi¢do de soro e 6,9110 na amostra com 10 % de soro. O intervalo
B mostra uma inflexdo negativa (absor¢do), com as intensidades variando de -
7,3274 na amostra 0 e -8,0685 na amostra 10%. Houve um aumento de
intensidade de reflexao e de absorcdo conforme foi aumentando a percentagem
de soro de queijo utilizado

Acredita-se que este comportamento seja devido a maior quantidade
de CMP presente no tratamento 10, ocorrendo, portanto, maior movimento
vibracional das ligacées moleculares da estrutura dos aminoacidos, aumentando

a intensidade de reflexdo e de absorcgéao.

B) Regido 2: 1792 a 1824 nm

A Figura 16 mostra deslocamento da banda para menores
comprimentos de onda, iniciando com os espectros sem adicdo de soro (0) até os
espectros com 10% de soro.
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FIGURA 16 — Diferengas espectrais no intervalo 1792-1824

Os espectros de amostras contendo maior quantidade de CMP

apresentaram deslocamento para regides de mais alta energia. Provavelmente,
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isso deve ter ocorrido pelo fato de maiores concentracdes apresentarem um maior
namero de compostos, e assim maior numero de interacdes interatdmicas, que
produzirdo maior quantidade de energia, havendo, entdo, o deslocamento para
regides de maiores freqiiéncias.

Mesmo nao sendo observadas diferencas visuais bem definidas nas
outras regides do modelo 48, ha nelas movimentos vibracionais associados a
estrutura dos aminoacidos. Assim, a correta selecdo de ferramentas
quimiométricas & essencial para extrair as informacdes contidas nos espectros,

proporcionando a obtencédo de melhores modelos de calibragao.

5.5 Validacao externa

As amostras utilizadas na etapa de validacao, também apresentaram
um indice de CMP acima do permitido para a destinacao ao abastecimento direto
(BRASIL, 2006b), uma com 178,28 mg/L e outra com 237,45 mg/L. Quando foram
comparados estes resultados, com os resultados obtidos por essas mesmas
marcas na etapa de calibracdo, encontrou-se variacdo de 2,46% e 17,33%,
respectivamente.

Sao necessarios estudos mais abrangentes, mas a menor variacao
entre as amostras de lotes diferentes de uma mesma marca, utilizadas nas etapas
de formacdo e validacdo, se comparadas a grande diferenca (1.085,43%)
existente entre as oito marcas utilizadas na etapa de calibracdo, pode ser um
indicio de que, ou é rotineira a adicao de soro de queijo ao leite, ou é rotineira a
utilizacado de leites de baixa qualidade, ja que os indices de CMP apresentaram-
se proximos nos lotes de uma mesma marca, produzidos com mais de um més de
diferencga.

Os 48 espectros do conjunto de validacdo foram reconhecidos pelo
NIRS. O valor do erro padrao de calibracdo (SEC) do modelo utilizado (modelo
48) foi de 98,3677. O erro padrao de validagao (SEV) foi de 132,472. Assim, a
razdo SEC/SEV foi de 0,74; mostrando que o modelo de calibragdo foi bem

ajustado.
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Nenhum dos espectros das marcas de leite UAT desnatado, utilizados
para avaliar a capacidade qualitativa do modelo de calibracédo, foi reconhecido
pelo modelo NIRS, mostrando que o modelo apresentou boa capacidade de
distingéo.

Entdo, provavelmente, o banco de dados de leites UAT nao servira
para a determinacdo de CMP em outro tipo de leite fluido, ja que a composicédo
desses leites é influenciada por especificidades do processamento.

Mesmo em leite UAT, ha necessidade de obter um conjunto de
calibracao mais amplo, com amostras representativas de toda a populagéo.
Mesmo que haja variacdo entre as oito marcas utilizadas para a calibragao, s6
foram utilizadas amostras de um unico lote, e de um mesmo periodo de producao.
Como ocorrem diferencas na composicao do leite, por influéncia das estacoes,
temperatura, condicées climéticas, alimentacdo, etc; é possivel que seja
necessaria a utilizacdo de grande quantidade de amostras, de diferentes épocas
do ano, para obter variabilidade suficiente para representar toda a faixa de
trabalho.

Laboratérios ou industrias que utilizam na rotina o método CLAE para a
determinacdo de CMP em leite, podem utilizar as amostras recebidas para a
formagédo do conjunto de calibragdo por NIRS. Geralmente, estes laboratorios
processam grande quantidade de amostras, com variacdo suficiente para
representar toda a populagdo de estudo. Além disso, a utilizacdo do método de

referéncia em todas as amostras vai garantir resultados mais exatos e precisos.
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6 CONCLUSOES

Os resultados encontrados neste experimento mostraram que a
deteccdo de caseinomacropeptideo em leite UAT é uma ocorréncia comum,
indicando fraude por adicdo de soro de queijo ou ma qualidade da matéria-prima
utilizada para a fabricacdo. Sete marcas produzidas em Goias apresentaram por
CLAE indices de CMP acima de 0,30 mg/L, que é o limite estabelecido para a
destinagdo ao abastecimento direto, segundo a legislacao vigente. Foi analisada
apenas uma marca produzida em Minas Gerais, que também apresentou indices
de CMP inadequados para a destinagdo ao consumo direto.

O método de selecdo de espectros maxima distancia e os pré-
tratamentos 22 derivada e variavel normal padronizada, juntamente com o método
de regressao PLS, sédo ferramentas quimiométricas eficientes para a obtencao de
bons modelos de calibracédo para a determinacédo de CMP em leite UAT.

Nem todas as regides do infravermelho préximo apresentaram-se
adequadas, sendo necessaria a selecdo das regidbes espectrais mais
correlacionadas com os movimentos vibracionais especificos da estrutura dos
aminoacidos do CMP, em leite UAT.

A espectroscopia de infravermelho préximo pode ser uma alternativa para a
determinacao de CMP em leite UAT, desde que haja um conjunto de calibragéao
com amostras representativas da populagéo a ser predita no futuro.
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