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RESUMO

Tendo em vista que o setor de produtos lacteos reduzidos ou zero lactose vem crescendo
consideravelmente e que a legislacdo para esses produtos estd cada vez mais rigida, ha
necessidade de desenvolver métodos analiticos mais eficientes, capazes ndo so de identificar a
lactose, mas tambem de quantifica-la, de forma rapida e precisa. O presente trabalho teve como
objetivo desenvolver metodologia baseada na utilizacdo da espectrometria no infravermelho
médio associada a métodos quimiométricos para detectar e predizer o teor de lactose presente
no leite. Na primeira parte foi demonstrada a possibilidade de discriminar as amostras de leite
com lactose daquelas sem lactose usando os espectros de infravermelho médio e Anélise de
Componentes Principais (PCA). Na segunda parte, foram preparadas amostras a partir de
misturas de leites com e sem lactose e analisadas no espectrometro de infravermelho. As
absorbancias na faixa espectral de 935 a 1200 cm™, a qual concentra informagdes de grupos
funcionais presentes nos carboidratos, foram usadas como descritores para avaliar as eficiéncias
de modelos obtidos por regressdo Por Minimos Quadrados Parciais (PLS), Regressdo Linear
Multipla (MLR) e Regressdo Por Minimos Quadrados (MQ). Os trés métodos se mostraram
eficientes nessa determinacdo, sendo os menores erros obtidos por PLS. Na terceira parte, tais
modelos foram utilizados para acompanhamento do teor de lactose durante um processo de
hidrolise de lactose usando enzima lactase, sendo demonstrada a aplicabilidade e eficiéncia dos
métodos no monitoramento desse processo. Assim, concluiu-se que a Espectrometria no
Infravermelho Médio associada a métodos Quimiométricos se constitui um método rapido que

dispensa preparo de amostra capaz de detectar e predizer o teor de lactose em leite bovino.

Palavras chave: FTIR. Laticinio. Lactase. Hidrolise. Quimiometria.



ABSTRACT

Considering that the lactose free dairy sector has been growing considerably and that the
legislation for these products is becoming more and more rigid, there is a need to develop more
efficient analytical methods capable not only of identifying lactose but also of quantifying it,
quickly and accurately. The present work aimed to develop methodology based on the use of
infrared spectrometer associated with chemometric methods to detect and predict the lactose
content present in milk. In the first it was demonstrated that the possibility of discriminating
milk samples with lactose from those without lactose using the medium infrared spectra and
Principal Component Analysis (PCA). In the second part, samples were prepared from milk
mixtures with and without lactose and analyzed in the medium infrared spectrophotometer. The
absorbances in the 935 to 1200 cm™ spectral range, which concentrates information on
functional groups present in the carbohydrates, were used as descriptors to evaluate the
efficiencies of the models obtained by Regression by Partial Least Squares (PLS), Multiple
Linear Regression (MLR) and Least Squares Regression (MQ). The three methods proved to
be efficient in this determination, with the smallest errors being obtained by PLS. In the third
part, these models were used to monitor the lactose content during a lactose hydrolysis process
using enzyme lactase, demonstrating the applicability and efficiency of the methods in the
monitoring of this process. Thus, it was concluded that the Medium Infrared Spectrometry
associated with Chemometrics methods constitutes a rapid method that requires sample

preparation capable of detecting and determining the lactose content in bovine milk.

Keywords: FTIR. Dairy. Lactase. Hydrolysis. Chemometrics.
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1 INTRODUCAO

No Brasil o setor leiteiro exerce um importante papel na economia. Durante o0 ano de
2017 houve um aumento de 4 % na producdo em comparacdo ao ano 2016, encerrando-se com
uma producdo de 35,233 bilhdes de litros de leite (FAO, 2018). Com esse valor o Brasil destaca-
se em sexto lugar na classificacdo mundial feita pela Organizacdo das Nacgdes Unidas para
Agricultura e Alimentagéo (FAO).

Para Miller (2002) leite é considerado o mais nobre dos alimentos, por sua composi¢ao
rica em proteina, gordura, carboidratos, sais minerais e vitaminas, proporcionando nutrientes e
protecdo imunologica para o recém-nascido. Alem de suas propriedades nutricionais, o leite
oferece elementos anticarcionogénicos, presentes na gordura, como acido linoleico conjugado,
esfingomielina, acido butirico, B caroteno, vitaminas A e D. Mesmo com tantos beneficios, a
ingestdo do leite por uma parcela da populagéo acaba sendo afetada devido a algumas condicdes

como intolerancia a lactose ou alergia a proteina presente nesse alimento.

Atualmente existe cerca de 5,2 bilhdes de pessoas no mundo com intolerancia a lactose
(EMBRAPA, 2018). Essa condicdo é caracterizada pela reacdo adversa ao carboidrato mais
comum no leite, a lactose, e afeta pessoas de todas as faixas etarias. E causada pela deficiéncia
da enzima B-galactosidase, responsavel pela digestdo do aclcar do leite. A lactose que ndo é
hidrolisada em galactose e glicose é dirigida por inteira para o intestino grosso, atuando
osmoticamente para atrair gua. As bactérias ali presentes fermentam a lactose ndo digerida,
gerando &cidos graxos de cadeia curta, dioxido de carbono e gas hidrogénio, podendo resultar

em inchaco, flatuléncia, célicas e diarreia (BEYER, 2002).

Devido a esse grande nimero de pessoas com intolerncia a lactose, as alternativas
alimentares sdo importantes, pois para essas pessoas, normalmente, a Unica alternativa é a
eliminacdo do leite da alimentacdo para evitar os sintomas (Dietrich apud FAEDO, 2013). Essa
realidade leva a industria de laticinios a apostar mais no segmento de produtos lacteos reduzidos
ou zero lactose fazendo com que o mercado cresca de forma consideravel. No ano de 2016 a
producéo desses produtos representou 2,5%, subindo para 3,3 % no ano de 2017, em volume

total, esse nicho ja envolve mais de 1 bilhdo de litros de leite por ano (EMBRAPA, 2018).

A hidrdlise enzimatica, através da enzima [B-galactosidase, € um dos métodos mais
interessantes para reducéo do teor de lactose no leite e nos seus derivados (MATIOLI et al.,
1994). E um processo importante para a industria de alimentos, pois além de atender a demanda
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dos consumidores, possibilita o desenvolvimento de novos produtos sem lactose em suas
composicdes. Esta operacdo oferece certas vantagens tecnoldgicas, na medida em que ela
diminui os riscos de cristalizacdo nos derivados lacteos e aumenta o poder adogante (LONGO,
2006).

Para a certificacdo que a reacdo enzimética ocorreu corretamente € necessario o controle
do grau da hidrdlise, onde LONGO (2006) recomenda o uso da técnica de crioscopia. Essa
técnica tem como principio medir o ponto de congelamento do leite, pois estad diretamente

relacionado com a concentracéo dos constituintes soltveis na solucdo (TREVISAN, 2008).

A crioscopia é uma das caracteristicas fisicas mais constantes do leite e, portanto,
utilizada também pelos laticinios para detec¢do de adulteracdo com dgua (BOTARO; SANTOS,
2008). Porém, apesar da ocorréncia de tentativas de fraude por alguns produtores, o indice
crioscopico pode apresentar variagdes em faixas fora dos padrdes aceitaveis pela legislacdo sem
que tenha ocorrido fraude por adi¢do de agua. Estas variaces também podem ser causadas por
fatores tais como raca, qualidade da dieta, manejo de bebedouro, estagio de lactacdo,
composicao do leite, estacao do ano e regido geogréafica. (SANTOS; ARCARI, 2012). O indice
crioscopico também pode ser alterado por alguns fatores durante o processamento, como 0
vapor de &gua injetado diretamente para fabricacdo de leite UAT (FAGNANI, 2014). Além
disso, a adicdo dos estabilizantes de proteina, como o citrato de sédio, alteram o indice
crioscépico (BELOTI; et al., 2010).

A utilizacdo da cromatografia liquida de alta eficiéncia para quantificar e detectar a
lactose em leite se destaca entre os métodos existentes por ser muito eficiente e preciso
(ACQUARO JUNIOR et al., 2013). Porém devido a alta complexidade na elaboracdo dos
procedimentos de analises e 0 alto custo de equipamento e de analise, pode se tornar inviavel
em certos casos, principalmente em empresas e laboratorios de médio e pequeno porte
(BURDICK, 2018).

Neste contexto, é de grande importancia o desenvolvimento de outras metodologias
efetivas para avaliar a lactose. Desta forma, o presente trabalho tem como objetivo avaliar o
potencial da espectrometria no infravermelho médio e modelos quimiométricos para determinar

niveis de lactose em leite.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Leite

Pela legislacdo brasileira, leite é o produto proveniente da ordenha completa e
ininterrupta, em condicdes de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas
(BRASIL, 2002). Esse produto é obtido em circunstancias naturais, sendo uma emulséo de cor
branca, um pouco amarelada, de odor suave e sabor ligeiramente adocicado. Oriundo das
glandulas mamarias, € um alimento indispensavel aos mamiferos principalmente nos primeiros
meses de vida (LONGO, 2006).

Na natureza o leite tem a funcdo de nutrir e fornecer protecdo imunoldgica para o
mamifero na primeira fase de sua vida (ABREU, 2000). Desde o inicio da civilizagdo, este
alimento tem sido usado como fonte de proteina, gordura, energia e outros constituintes
essenciais (TRONCO, 2008).

Devido ao seu alto valor nutritivo e energético, o leite é considerado um dos alimentos
mais ricos e completos, com mais de 100.000 espécies moleculares ja identificadas. No entanto
os fatores genéticos, fisiologicos e ambientais podem influenciar diretamente na producao,
composicdo e propriedades (CHALFUN, 2009). Para Tronco (2008) as propor¢des que
constitui a composicdo do leite podem variar de forma significativa entre as espécies, assim
como a estrutura quimica dos mesmos. Porém, comumente, a sua composicéao se da, por 87,3%

de 4gua, 3,6% de gordura, 3,3% de proteinas, 4,9 % de lactose e 0,9 % de minerais e vitaminas.

A qualidade nutricional do leite é muito dependente da quantidade e da distribuicédo de
seus constituintes sélidos. O leite possui em torno de 12,7% de substancias solidas como
proteina, gordura, lactose e minerais (MADALENA, 2006). Os 87,3% restante equivale a agua,
tendo como funcgéo dissolver os demais componentes. Ela constitui, em volume, o principal

componente do leite, influenciando diretamente na densidade (LONGO, 2006).

Os solidos presentes no leite sdo 0 que o faz ser um produto nobre e com alto valor
nutritivo. Representado pelas proteinas, lactose, gordura e sais minerais, a riqueza dos solidos
totais é diretamente responsavel pelo rendimento industrial do leite (ABREU, 2004). Desta
forma, por serem o maior interesse da industria, em alguns paises de primeiro mundo a
precificacdo do leite € dada de acordo com a quantidade de sélidos totais (MADALENA, 2006).

Ja no Brasil apenas os grandes laticinios adotam esse tipo de precificacdo, enquanto que 0s
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laticinios de médio e pequeno porte ainda utilizam a precificagdo por volume de leite.

Um componente de grande importancia é a lactose, definida como o principal
carboidrato do leite, sendo um dissacarideo formado por glicose e galactose e quantitativamente
0 mais importante dos solidos ndo graxos. Na industria, exerce um papel de destaque devido a
fermentacdo, por microrganismos, desse agucar, transformando-o em &cido latico, sendo
utilizada para producéo de varios derivados como iogurte, leite acidofilo, queijos, requeijes e
outros (Goursaud, 1985; Albuquerque, 1997 apud LONGO, 2006).

Apesar de a composicdo ter grande influéncia na qualidade do leite, a caracterizacdo das
propriedades fisico-quimicas é muito necessaria para assegurar e determinar qualidade. Desta
forma, de acordo com a legislagdo brasileira (BRASIL, 2002), as principais analises para o
controle de qualidade da matéria-prima sdo: teste do alcool/alizarol, contagem padrdo em
placas, contagem de células somaticas, redutase, residuos de antibidticos, teor de solidos totais
e ndo-gordurosos, densidade relativa, acidez titulavel, teor de gordura, temperatura, indicadores
de fraudes e adulteragdes e indice crioscopio.

2.2 Lactose

A lactose é o carboidrato presente exclusivamente no leite, sendo este a Unica fonte de
ingestdo desse acUcar. Trata-se de um dissacarideo, formado por dois monossacarideos, uma
molécula de glicose e uma de galactose, ligadas por uma ligagdo glicosidica B-1,4. Esse agUcar
é sintetizado nas células alveolares da glandula mamaria a partir de glicose sanguinea produzida
essencialmente no figado a partir do &cido propidnico proveniente da fermentacdo ruminal
(Goursaud, 1985 apud LONGO, 2006).

Segundo Sousa (2015), na vaca, a lactose atua no controle do influxo de &gua e, por
consequéncia, na osmolaridade do leite. Entdo a concentracéo de lactose é bastante constante,

sendo o componente do leite que menos apresenta variacao.

A lactose é um agUcar que possui um poder adogante baixo, aproximadamente 1/6 da
docura da sacarose. E considerada pouco soltvel quando comparada com os outros tipos de
acucares altamente sollveis, apresentando, desta forma, menor tendéncia de irritacdo das
mucosas do estbmago (TRONCO, 2008). Outra caracteristica atribuida a esse dissacarideo é a
propriedade redutora devido ao grupo no carbono anomérico da porcdo glicose que ndo esta

envolvido na ligacao glicosidica, estando livre para reagir com agentes oxidantes (TREVISAN,
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2008).

Devido a ligagdo glicosidica B-1,4, a absorcao da lactose € lenta, o que por consequéncia
causa efeito levemente laxante devido ao seu elevado massa molecular e a formacéo de lactato
que reduz o nivel de pH no intestino, fazendo aumentar a sua atividade peristaltica. Outro fator
relevante atribuido pela absorcéo lenta € que a lactose é considerada uma fonte de energia
persistente (TRONCO, 2008).

Os mamiferos s6 conseguem utilizar a molécula de lactose apos a hidrolise da mesma
(LONGO, 2006). Por isso, segundo Tronco (2008), ao ser ingerida através do leite, a lactose é
hidrolisada no intestino delgado por agdo da enzima B-galactosidase (lactase) existente nas

células epiteliais da mucosa intestinal, fazendo com que a absorcao intestinal seja possivel.

Essa absorcdo é de grande importancia, pois a utilizacdo da lactose pela microflora
intestinal resulta na producdo de é&cido latico e na diminuicdo do pH, promovendo o
desenvolvimento da microflora intestinal lactofilica desejavel, inibindo o desenvolvimento de
bactérias putrefativas e patogénicas. Além disso, a lactose age como um promotor na absorcéo
e na retencdo de calcio no intestino e na absorcao de magnésio e manganés (Manan; Karin; Kit,
1999 apud LONGO, 2006). Também prolonga a acdo da vitamina D, ajudando na prevencao
do raquitismo e da osteomalacia (Kocian, 1988 apud LONGO, 2006).

A absorc¢do da lactose pelos mamiferos é uma funcdo natural do organismo, porém uma
parcela da populagdo possui a incapacidade de absorvé-la devido a deficiéncia da enzima [3-
galactosidase. Essa condicdo € chamada de intolerancia a lactose. Ela pode ser classificada em
trés grupos, que representam o modo como se manifesta. A intolerancia genética ou congeénita,
considerada muito rara, acontece em recém-nascidos, sendo resultante de heranca autossdmica
recessiva e € uma condi¢do permanente. Ja a intolerancia transitoria ou priméria caracteriza-se
por diminuicdo de quantidade produzida de lactase, havendo manifestacdo dessa deficiéncia por
volta dos 2 aos 15 anos de idade. E por fim a intolerancia adquirida ou secundaria que é
decorrente de doencas que causam algum tipo de dano a mucosa intestinal, ou apos cirurgias
no aparelho digestivo (MATTANNA, 2011).

A intolerancia a lactose pode causar um conjunto de sintomas como dores abdominais,
diarreia, flatuléncia, nauseas, vomitos. Quando sistémicos, podem oferecer outros sintomas,
conhecidos como secundarios, que se caracterizam por dores de cabeca, dificuldade de

concentragdo e redugdo de memoria, dores musculares, arritmia cardiaca, ulceras bucais e
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reacOes alérgicas, como rinites, eczemas, sinusite e asma (FAEDO, 2013). A severidade dos
sintomas depende da quantidade ingerida e da quantidade de lactose que cada pessoa pode
tolerar (Suenaga et al., 2001 apud MATTANA, 2011).

E importante ressaltar que os pacientes com intolerancia a lactose n&o sio alérgicos ao
leite, visto que a alergia ao leite esté relacionada a hipersensibilidade as proteinas e ndo ao
dissacarideo lactose. Portanto, encontradas alternativas lacteas toleraveis, tais pessoas nédo
necessitam excluir o leite e seus derivados da dieta (ANTUNES; PACHECO, 2009).

Segundo Oliveira (2005) a populacdo intolerante tende a aumentar. Desta forma, torna-
se muito importante a reducgdo do teor de lactose em leite e produtos lacteos. A enzima lactase
e os produtos lacteos tratados com ela estdo disponiveis para essas pessoas que ndo digerem a

lactose e possuem desconforto com ingestdo de leite (LEVRI et al, 2005).
2.3 Determinacéo de lactose no leite

Crioscopia é um método fisico-quimico, desenvolvido por Julius Hortvet em 1920,
visando identificar fraudes por aguagem no leite (ARCARI; SANTOS, 2012). Consiste em um

método qualitativo que permite fazer a medicdo do ponto de congelamento.

O ponto de congelamento do leite € a temperatura em que ele passa do estado liquido
para o estado sélido (TRONCO, 2003). Devido as substancias presente no leite, como lactose
e sais minerais, a temperatura de congelamento € mais baixa que a da agua (FACHINELLI,
2010).

De acordo com a legislacdo brasileira (BRASIL,2002) para que o leite seja considerado
normal o indice crioscopico maximo é de -0,530°H (-0,512°C). O equipamento de crioscopia
néo fornece a temperatura de congelamento em graus Celsius (°C) e sim em °H. Dessa forma,
para ndo haver a necessidade de fazer o calculo de converséo é estabelecido como adequado
para consumo a amostra de leite que tiver ponto de congelamento de -0,530°H (graus Horvet)
a -0,550°H, o que em graus Celsius é de -0,512°C a -0,540°C.

O indice crioscopico pode ser medido através de crioscopios eletronicos digitais. Estes
sdo equipamento termistores, 0s quais consistem no super-resfriamento de até -3°C de uma
amostra de leite, seguido de imediata cristalizacdo desta amostra induzida por vibragédo
mecénica (PZL, 2011). Esse processo produz uma elevacgdo rapida da temperatura da amostra

de leite, com consequente liberacdo de calor de fusao, até alcancar o ponto de congelamento da
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amostra (TRONCO, 2008).

O ponto de congelamento de um liquido € baseado no nimero de moléculas em solucao,
ndo na massa das substancias dispersas. Portanto, a hidrolise da lactose tem um efeito direto
sobre esse parametro (BAER et al, 1980). Desta forma o método de crioscopia é também usado
nos laticinios para a confirmacdo da hidrélise da lactose realizada para fabricacdo de produtos
zero ou baixo teor de lactose.

Mesmo o indice crioscopico sendo considerado uma das caracteristicas fisicas mais
constantes do leite, essa propriedade fisica pode apresentar variacdes fora dos padrdes
aceitaveis pela legislacdo que podem ser causadas por fatores como estagio de lactacdo, raca,
qualidade da dieta, manejo de bebedouro, estacdo do ano, regido geogréafica e composi¢do do
leite (ARCARI; SANTOS, 2012).

A composicdo do leite é um fator que influéncia diretamente no ponto de congelamento.
Para Longo (2003) os componentes como lactose, alguns minerais, certas proteinas sollveis e
0s gases dissolvidos, sdo responsaveis pela diminuigdo do indice crioscopico. Porém a lactose
e os cloretos sdo 0s que mais afetam o ponto de congelamento, assim como a adi¢éo de 4gua ao

leite, pois diluem as concentracGes dos componentes que estao solUveis na agua do leite.

Outra possibilidade € a quantificacdo e deteccdo da lactose por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE). A alta sensibilidade da técnica permite a determinagdo da lactose no
leite a baixissimas concentracbes (ACQUARO JUNIOR et al, 2013). No entanto, a CLAE
geralmente resulta em solug6es analiticas que precisam passar por procedimentos dispendiosos
de preparo de amostra, levando a um aumento exponencial na complexidade e custo analitico.
Embora geralmente possa se simplificar e acelerar processos para aumentar a eficiéncia, o custo
de desenvolvimento de um método por CLAE pode se tornar invidvel quando comparado com

o desenvolvimento de outros ensaios (BURDICK, 2018).

Além das técnicas citadas acima para deteccdo da lactose em produtos lacteos, algumas
empresas estdo investindo no desenvolvimento de equipamento especificos para a deteccdo de
lactose com métodos alternativos, como o Biomilk 300 desenvolvido pela Biolan, que se baseia-
se na utilizagdo da técnica de amperiometria para detec¢éo, e o Foodlab Jr., desenvolvido pela

CapLab, que utiliza a técnica de espectrofotometria para o teste quantitativo.

Outro metodo bastante utilizado para deteccdo de componentes presentes em alimentos
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é a espectrometria no infravermelho médio, j& sendo utilizada no setor lacteo na realizacdo de
analises de leite para precifica-lo de acordo com os componentes presentes. Como mencionado
por Casadio et al (2010), esse método pode ser uma alternativa eficiente, precisa e rapida para

a deteccéo da lactose.
2.4 Espectrometria no infravermelho

Espectrometria é estudo da interacdo de uma onda eletromagnética com matéria, tendo
como objetivo principal a determinacdo dos niveis de energia e transicdo de espécies atbmicas
e moleculares. Podem ser definidas em fungdo do comprimento de onda (ou nimeros de onda

- cmt) algumas regides de interesse para fins analiticos (DUFOUR, 2009).

A regido de interesse nesse trabalho é a de infravermelho. Essa faixa espectral & muito
extensa, possuindo radiagdes com niimeros de onda no intervalo de 12.800 a 10 cm™. Devido a
isso, ela é dividida em trés diferentes regides: o infravermelho proximo que possui 0s nimeros
de onda no intervalo entre 12.800 a 4000 cm™, o infravermelho médio com ndmeros de onda
entre 4000 a 200 cm™ e o infravermelho distante entre 200 a 100 cm™ (HOOLER et al., 2009).

A regido do infravermelho préoximo exibe bandas de absorcéo relacionadas as vibracoes
das moléculas caracterizadas por harmonicos e bandas de combinagdo, sendo amplamente
utilizada para analises de composicdo de produtos alimentares. Ja a regido do infravermelho
médio € a principal regido de espectrometria vibracional, apresentando informagdes sobre
estrutura e conformacdo de moléculas organicas como proteinas, polissacarideos e lipideos
(DUFOUR, 2009).

Segundo Paiva et al. (2010) guase todos os compostos que tenham ligac6es covalentes,
sejam organicos ou inorganicos, absorvem varias frequéncias de radiacdo eletromagnéticas na
regido do infravermelho. Os espectros de duas moléculas diferentes jamais serdo idénticos,

podendo servir para elas como para seres humanos servem as impressdes digitais.

As regides de 650 a 900 cm™ e de 1300 a 4000 cm sdo as duas mais importantes para
0 exame preliminar dos espectros. Devido a auséncia de bandas fortes na regido de 650 a 900
cmt geralmente indica que ndo contem anéis aromaticos na estrutura em questdo. De 900 a
1300 cm™ é conhecida como regido intermediaria, nela a absorcéo é provavelmente diferente
para diferentes espécies moleculares, por isso ¢ conhecida também como regido da “impressdo

digital” (SILVERSTEIN, 1994). Ela ¢ bastante util para identificar compostos, visto que
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pequenas diferencas na estrutura e na constituicdo das moléculas resultam em mudancas
significativas no perfil e na distribuicdo dos picos de absor¢cdo (PEREIRA, 2012). J4 a regido
de 1300 a 4000 cm* ocorrem as absorgdes que correspondem a grupos funcionais importantes,
como OH, C=0 e NH (SILVERSTEIN, 1994).

A espectrometria no infravermelho médio possui potencial para uma ampla variedade
de aplicacdes na inddstria alimenticia, incluindo monitoramento de processos, determinagdo de
qualidade e adulteracdo de cafés e de produtos lacteos, como leite, leite em pd, manteiga e
queijo (VIANA, 2018).

Como as vibragdes fundamentais no espectro no infravermelho médio estdo associadas
a diferentes grupos quimicos, que se correlacionam diretamente com a gordura, proteina e
lactose, esse método € de grande interesse para as industrias. Por isso, atualmente, € um método
certificado para precificacéo de leite no setor lacteos pela ISO 9622: 1999, AOAC (Associagédo
de Quimicos Analiticos Oficiais) e FIL (Federacao Internacional de Laticinios) (CASADIO et
al. 2010).

Atualmente, nota-se uma crescente aplicacdo das metodologias espectrométricas
juntamente as ferramentas estatisticas no controle de qualidade de alimentos, principalmente
nos produtos lacteos, como alternativa de substituicdo das técnicas convencionais. Segundo
Sauer — Leal et al. (2008) a utilizacdo da espectrometria no infravermelho préximo e médio,
aliadas a calibracdo multivariada, para determinacao dos teores de gordura, proteina, umidade,
extrato seco, cinzas e pH em amostras de queijo prato, apresentou resultados satisfatorio, com

exatidao e precisdo.

Outra proposta de utilizacdo da técnica veio de Oliveira (2011), que avaliou o teor de
ureia em leite cru, onde também se obteve um bom resultado, no qual concluiu que o método é
confiavel, além de ser rapido, baixo custo, eficiente e versatil para tal finalidade. No entanto,
mesmo sendo uma técnica bastante utilizado no setor lacteo, sdo poucas as aplicacdes e
publicacbes voltadas para identificacdo da hidrdlise da lactose, principalmente de forma a

avaliar e quantificar em comparacéo aos métodos tradicionais, como um método alternativo.

Na quase totalidade dos casos, a aplicacdo da espectrometria no infravermelho na
analise de leite é viabilizada por meio de métodos multivariados de analise de dados,
principalmente aqueles tratados dentro da Quimiometria como métodos de reconhecimento de

padrdes e de calibracdo multivariada.
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2.5 Quimiometria

Quimiometria é a area especificamente destinada a analise de dados quimicos de
natureza multivariada (VIANA, 2018). Refere-se a aplicacdo de métodos matematicos e
estatisticos as ciéncias quimicas de modo a obter um delineamento étimo dos procedimentos
experimentais, assim como, obter informagdes sobre o sistema através de dados fisicos e
quimicos obtidos (NASCIMENTO, 2011).

Para Viana (2018), a utilizacdo da quimiometria é de grande importancia, pois 0 nimero
das variaveis que podem ser medidas em uma Gnica amostra, exige a necessidade de ferramentas

mais sofisticadas para trata-los e extrair informacdes relevantes.

O uso de técnicas espectrométricas no infravermelho possibilitou manipular dados de
absorbancia espectral associadas a mais de uma frequéncia ao mesmo tempo. Conhecido como
métodos de andalise multivariada, estes tornaram possivel modelar propriedade quimicas e
fisicas de sistemas simples e complexos a partir de seus dados espectrométricos (KILLNER et
al., 2011). Além disso, informagdes de grande relevancia de dados espectrais relacionadas a
estrutura molecular de carboidratos, proteinas e gorduras em produtos alimentares sdo

possibilitadas pela aplicacdo da quimiometria (DUFOUR, 2009).

Os métodos como a Analise de Componentes Principais e a Regressdo por Minimos
Quadrados Parciais sdo agora amplamente utilizados no desenvolvimento de métodos analiticos

para a previsdo de composicéo e qualidade de alimentos em geral (DUFOUR, 2009).

Dentre diversos métodos para realizar analises estatisticas multivariadas, esta a analise
por componentes principais (PCA). Essa técnica quimiométrica visa reduzir a dimensionalidade
do conjunto de dados originais multivariados (matriz X), mantendo a maior quantidade de
informacdo estatistica (variancia) possivel. Os graficos obtidos representam as amostras num
sistema cartesiano, possibilitando a interpretacdo multivariada de conjuntos de dados elevados

e complexos por meio de graficos bidimensionais e tridimensionais (WIBERG, 2004).

Esta técnica é principalmente utilizada pela sua capacidade de compressédo dos dados
em funcéo de existéncia de correlacdo entre diversas variaveis medidas (VIANA, 2018). Sendo
um tipo de anélise exploratdria de dados que visa extrair o maximo de informagfes de uma
tabela com muitas variaveis, a partir da combinacao linear das varidveis originais. Desta forma,

afirma-se que a PCA tenta agrupar aquelas varidveis que estdo altamente correlacionados
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(SIMAS, 2005).

A aplicacdo da PCA a um conjunto de variaveis, como espectros no infravermelho,
submete o conjunto original a um novo conjunto de varidveis denominado de componentes
principais (CPs). Com isso, cada componente principal, tem sua contribui¢do expressada em
porcentagem e sua importancia avaliada segundo essa contribuicdo, ou seja, a parcela de
variancia total explicada pelo componente (SANTOS et al.,, 2012). O novo conjunto
normalmente concentra a maior parte da informacdo (variancia) em poucas variaveis, como
vantagem diminui assim a dimensionalidade de dados, sem perda consideravel da informacéo
original (SABIN; FERRAO, 2004).

Desta forma, Nascimento (2011) afirma que a andlise dos componentes principais é
bastante utilizada na selecdo de amostras para a construcdo de modelos de calibragdo, como na
identificacdo de grupos de amostras com caracteristicas semelhantes, assim como na verifica¢éo
de qual dos parametros analisados (varidveis) sdo os principais responsaveis pela formacéo dos
grupos de amostras.

A calibragdo multivariada tem como proposito estabelecer uma relacdo matematica
guantitativa entre os dados de saida de um instrumento e o parametro fisico ou quimico de
interesse previamente determinado por uma técnica analitica independente (FERREIRA et al.,
1999). Portanto esse processo baseado em dados espectrais consiste em construir um modelo
matematico que relacione as medidas de absorbancia, ao longo dos espectros, com parametros
de interesse como concentracdo de analitos, indice de refracdo, acidez, viscosidade e etc., nas
amostras (BURNS; CYURCZAK, 2008).

Métodos classicos de andlise univariada, associam apenas a absorbancia de uma
frequéncia a concentracdo. A precisao desses métodos univariados € dependente da capacidade
de identificar uma Unica banda isolada para cada componente. Ja os métodos que usam
simultaneamente duas ou mais frequéncias sao conhecidos como métodos multivariados, estes
podem ser utilizados igualmente quando estdo sobrepostas informacGes espectrais de varios

componentes através de varias regides espectrais selecionadas (HELFER et al., 2006).

A utilizacdo da calibragdo multivariada possui muitas vantagens quando comparada
com a calibragdo univariada, como a possibilidade de determinacGes simultaneas de mais de
um analito, 0 método é mais robusto a pequenas mudancas nos parametros experimentais ou

instrumentais, tais como temperatura e pH, permite contornar problemas associadas a
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interferéncia espectral, principalmente quando a informacéo analitica disponivel ndo apresenta

elevada seletividade e facilita a localizacdo e avaliagcdo de amostras anormais (WIBERG, 2004).

Entre os métodos de calibracdo, podem ser citadas a regressdo linear multipla (MLR) e

a regressdo por minimos quadrados parciais (PLS) (ROCHA, 2009).

A regressdo linear maltipla (MLR) é uma técnica estatistica para investigar e modelar a
relagdo entre variaveis, sendo uma das mais utilizadas na anélise de dados. Um dos objetivos
da analise de regressédo é estimar parametros desconhecidos do modelo (COELHO-BARROS
et al., 2008). Esse método tem grande aplicabilidade devido a sua simplicidade e facilidade de
interpretacdo dos resultados. No entanto, é limitado no sentido de que o nimero de variaveis
deve ser menor ou igual ao numero de pontos de calibracdo, para que a equacdo da regressao
tenha uma Unica solucdo (FERRERIRA; MONTANARY'; GAUDIO, 2012). Outra limitacao da
MLR ¢ a colinearidade: variaveis altamente correlacionadas podem tornar os coeficientes de
regressdo instaveis e sem significado. Portanto, é adequado que as variaveis tenham baixos
valores de correlagdo entre si (<0,7) (MARTINS; FERREIRA, 2013). Contudo, a utilizagdo de
procedimentos de selecdo de varidveis pode reduzir a dimensionalidade das matrizes de dados

e resolver o problema de colinearidade.

A regressdo por PLS é baseada em uma analise de fatores, que busca estipular um
vinculo entre a matriz de dados de uma dada resposta instrumental, como os espectros (matriz
X), como dados de uma informacdo de interesse, como a concentracdo de um determinado
analito (matriz Y) (PEREIRA, 2012). Além da matriz de dados independentes X ser projetada
num novo sistema de coordenadas, também a matriz dependente Y é decomposta da mesma
maneira, simultaneamente. Por isso, a PLS utiliza as respostas analiticas, assim como as
informacdes de interesse, para capturar a variancia dos dados da matriz X e da matriz
dependente Y, através de suas decomposi¢Oes sucessivas e simultaneas, correlacionando-as
(BRERETON, 2003).
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Materiais

Inicialmente foram utilizados leites UHT (UAT) com e sem lactose da mesma marca e
com datas de fabricacdo proximas, buscando uma maior semelhanca nas caracteristicas fisico-
quimicas do leite. E em seguida, para 0 acompanhamento da hidrélise da lactose descrito na
etapa 3, usou-se leite cru com lactose previamente pasteurizado, com pH 6,73 e acidez 23°

Dornic.

Para reacdo enzimatica de hidroélise da lactose foi empregada enzima lactase de origem
microbiana (Prozyn), conforme descrito na RDC n°® 53/2014 sobre utilizagdo de enzimas na
indUstria de alimentos (ANVISA, 2014).

As analises espectrométricas foram realizadas em um no espectrofotbmetro Varian —
660 IR (Pike), acoplados ATR com 16 scans e resolucdo 4 cm™, na faixa espectral de 400 a
4000 cm'™,

3.2 Meétodos

3.2.1 Etapa 1. Diferenciacéo do leite com e sem lactose por espectrometria no

infravermelho médio

Foram usadas dez amostras de leite com lactose e dez de leite sem lactose, em
temperatura ambiente. De cada uma delas, retirou-se uma aliquota de aproximadamente 0,5 ml
utilizando pipeta descartavel e foram colocadas individualmente no leitor do espectrofotémetro,

realizando as obtencGes dos espectros em triplicada.

Visando discriminar as amostras de leite com lactose daquelas sem lactose usando 0s
espectros de infravermelho, as absorbancias de todo o espectro foram usadas como descritores
em uma Analise de Componentes Principais (PCA) utilizando o software Chemoface (NUNES
et al., 2012). Antes da analise, os espectros foram pré-tratados por correcdo multiplicativa de

sinais e em seguida centrados na média.

3.2.2 Etapa 2. Predicéo do teor de lactose no leite por espectrometria no infravermelho

médio

Foram preparadas amostras de calibragdo a partir da mistura de leite com lactose e sem
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lactose nas proporcdes de 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 % de leite com lactose. O
teor de lactose no leite com lactose usando no preparo dessas misturas foi analisado no
equipamento Laktan (modelo 230), sendo encontrado um teor de 4,5%. Assim, tais dilui¢cdes
resultaram nos teores de 0, 0,45, 0,9, 1,35, 1,8, 2,25, 2,7, 3,15, 3,6, 4,05 e 4,5 % de lactose nas

amostras de calibragéo.

Uma aliquota de aproximadamente 0,5 ml foi retirada de cada amostra utilizando pipeta
descartavel e analisada individualmente no espectrofotémetro, realizando as leituras dos

espectros em triplicada.

As absorbancias dos espectros de infravermelho foram usadas como descritores em
modelos de calibracdo visando & estimativa do teor de lactose. Foram avaliadas as eficiéncias
de modelos obtidos por regressdo por minimos quadrados parciais (PLS), regressao linear
multipla (MLR) e regressdo por minimos quadrados (MQ). Foi utilizada a faixa espectral de
935 a 1200 cm?, a qual concentra informagdes de grupos funcionais presentes nos carboidratos.
Além disso, foram construidos modelos considerando a absorbancia em bandas especificas
associadas a tais grupos funcionais. Foram testados pré-tratamentos baseados em correcédo
multiplicativa de sinais e primeira e segunda derivada. Para avaliar o desempenho da calibracédo
foram analisados os valores obtidos do erro quadratico médio de calibracdo (RMSEC) e do
coeficiente de correlacdo ao quadrado (r?). Tais parametros também foram usados na etapa de
validacdo do modelo empregando um grupo teste constituido de 1/3 das observacgdes. Ja a
robustez do modelo foi atestada a partir dos valores obtidos do teste de randomizacdo de y
(RMSEC:Hand € rrand), 0 qual baseia-se em etapas de calibracdo onde a matriz do descritor original
x é fixada e somente o vetor y é randomizado. Para garantir uma ampla representatividade o
valor do teste de randomizacdo de y, uma média de 10 repeticdes do processo € considerada.
Para melhor validar o modelo, também foram usados outros parametros estatisticos, como o
R2m, que fornece uma visdo sobre a inclinacdo da curva entre os valores experimentais e
previstos, considerado aceitavel quando for maior ou igual a 0,5; e ©r?,, que quando maior ou
igual a 0.5 garante uma diferenca valida entre r2 e r2rang (NUNES; FREITAS, 2013). Todos 0s

calculos foram realizados no programa Chemoface (NUNES et al., 2012).

3.2.3 Etapa 3. Predicao do teor de lactose durante um processo de hidrdlise com

lactase por espectrometria no infravermelho medio

Inicialmente diluiu-se na proporcao 1:100 a solucdo concentrada de enzima lactase em



23

agua destilada, visando obter a concentracdo correta para quantidade de leite utilizada.
Posteriormente foi retirado uma aliquota de 4 ml da solugdo preparada de lactase, com pipeta
automatica e dispés em 900 ml de leite que ja estava previamente aquecido no banho maria na
temperatura adequada de 34°C — 35°C. A partir disso, foi feito 0 acompanhamento da reacéao
enzimatica retirando, a cada 15 minutos, amostras de 2 ml de leite e realizando analises no
espectrofotdmetro de infravermelho médio em triplica. O acompanhamento foi feito por 2

horas, tempo indicado para que ocorra a hidrélise da lactose nessas condices.

Ao final das analises, os espectros obtidos em cada tempo foram usados como
descritores na predicdo do teor de lactose usando os melhores modelos de calibracéo obtidos
por PLS, MLR e MQ. Todos os célculos foram realizados no programa Chemoface (NUNES
etal., 2012).
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4 RESULTADO E DISCUSSAO

4.1 Etapa 1. Diferenciacao do leite com e sem lactose por espectrometria no

infravermelho médio

Os espectros das amostras de leite com e sem lactose apresentaram um comportamento
espectral bastante similar sendo possivel notar que na faixa de 935 cm™ a 1200 cm* houve uma
modificacdo em algumas bandas, o que pode ser associado as diferencas na estrutura dos
carboidratos nos leites com e sem lactose, sobretudo a auséncia da ligacdo glicosidica entre a

glicose e a galactose (Gréfico 1).

Grafico 1- Espectros obtidos no infravermelho medio para leite com lactose e leite sem

lactose.
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Fonte: Do autor (2019)

Os trés componentes majoritarios do leite, além da dgua, sdo os carboidratos, os lipidios
e as proteinas, cujos grupos funcionais tipicos podem ser atribuidos a bandas espectrais na
regido do infravermelho médio. Os carboidratos absorvem principalmente por volta de 1045
cmta 1250 cm? (estiramento C — O, C — C e C — H). As cadeias de gordura absorvem em torno
de 1390 cm™ a 1454 cm™ (deformacéo angular de -CH3 e —CHZ2), de 1743 cm! (estiramento
de C = O do éster C = O) e em torno de 2862 cm™ a 2927 cm™ (estiramento de —-CH3 e —CH?2).
Ja as proteinas absorvem tipicamente por volta de 1544 cm ** a 1654 cm™ (estiramento de C —
N e N—N) (GRELET et al., 2015).

Para avaliar a possibilidade de discriminar leite com lactose do leite sem lactose, foi
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realizada analise de componentes principais utilizando as absorbancias de toda a faixa espectral

de modo a observar os agrupamentos possiveis de acordo com a similaridade.

A PCA revelou que duas componentes principais explicaram juntas 61,54% da variancia
dos dados, onde 35,26% foram explicados pela primeira componente principal (CP1) e 26,28%
pela segunda (CP2). Essa baixa variancia explicada por esses dois componentes pode ser devido
a semelhanca entre os espectros, mesmo havendo diferenca na composic¢do dos carboidratos
presente no leite. Ainda assim, foi possivel discriminar as amostras de leite com e sem lactose
(Grafico 2).
Gréfico 2 — Escores da analise de componentes principais dos espectros no infravermelho médio

de leites com e sem lactose
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Fonte: Do autor (2019)
De acordo com os escores apresentados no Gréafico 2, ocorreu uma perfeita separacao
entre as amostras de leite com e sem lactose, sobretudo ao longo da primeira componente

principal (a esquerda e a direita do grafico).

A componente principal 1 foi a que mais contribuiu para a diferenciacdo das amostras.
Portanto, foi feito uma avaliagéo da contribuicdo de cada faixa espectral nessa diferenciacéo
com base na primeira componente principal (Grafico 3), sendo verificado que as bandas entre
900 cm™ a 1200 cm™ foram as que apresentaram maiores pesos. Como reportado anteriormente,
essa regido do espectro concentra absorgdes tipicas de grupos funcionais presentes nos

carboidratos, evidenciando entdo que mesmo havendo grande similaridade espectral, essa
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regido em contribuicdo fundamental na diferenciacéo do leite com e sem lactose.
Gréfico 3 — Pesos da analise de componentes principais dos espectros no infravermelho médio

de leites com e sem lactose.
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4.2 Etapa 2. Predicdo do teor de lactose no leite por espectrometria no infravermelho

médio

Regressdo por minimos quadrados parciais (PLS) € um dos métodos de calibracdo
multivariada mais utilizados e de facil aplicacdo. Apesar disso, uma certa atencdo € necessaria
ao aplicar tal método, por exemplo, a escolha do nimero de variaveis latentes (VL) é uma etapa
fundamental, uma vez que a escolha equivocada pode levar a erros de sobre ou subajuste. A
escolha do numero de variaveis latentes é baseada na producdo do menor erro de previsao sem
perda significativa da variancia dos dados, ou seja, 0 menor numero de variavel latente reduz o
erro médio quadratico para validacdo cruzada de forma eficaz (PIANTAVINI, 2014). Na Tabela
2 encontram-se 0s resultados estatisticos do modelo PLS aplicando no espectro de FTIR
completo e na regido de 935 — 1200 cm™ sem transformagéo, assim como em suas respectivas

transformac0es por corre¢do multiplicativa de sinais, 12 derivada e 22 derivada.

Os coeficientes de determinacgéo da calibracdo (R? cal) foram satisfatérios (Rz > 0.9)
para o espectro completo com e sem transformacéo. Pelo baixo valor de cR2p pode-se inferir
que ndo houve diferenca estatistica (CR?p < 0.5) na correlacdo entre o R2 cal e 0 R2 y-rand. Além
disso, os baixos valores de coeficiente de determinacdo de validacdo cruzada (R%cv), da
predicdo (R? pred) e o parametro R2m < 0.5 indicam que a utilizacdo do espectro completo de
FTIR néo é o mais adequado para o objetivo desejado, tendo em vista que os dados preditos

ndo sao significativamente congruentes com os dados experimentais.
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A regido entre 935 — 1200 cm™ utilizada no espectro de FTIR para predicéo do teor de
lactose, por outro lado, tornou-se viavel, visto que a cR2p foi superior a 0.5 usando o espectro
original e suas transformacdes. A diferenca estatistica observada entre a calibracdo e a
randomizacédo de y analisada juntamente com os altos valores da validacéo cruzada (R2cv), de
predicdo (R?pred) e de R2m superiores a 0.90, permite indicar uma boa correlagdo entre 0s
valores preditos e experimentais. Partindo desses pressupostos, a aplicacdo da correcédo
multiplicativa de sinais (MSC) demonstrou ser a mais indicada para quantificar lactose em
diferentes concentraces de leite dentre as transformacdes possiveis (original, MSC, 12 derivada
e 22 derivada) devido aos baixos erros de RMSEcv e RMSEp apresentados combinados aos
altos valores de R?pred e R?m.

Tabela 2- Desempenho dos modelos PLS na predicdo do teor de lactose usando todo o espectro

(400 - 4400 cm™) e a regido entre 935 e 1200 cm™ com diferentes transformages de dados.

400 - 4400 cm™? 935-1200 cm™?

Original MSC 12%deriv  2%deriv.  Original MSC 12deriv 22 deriv
VL 5 9 6 4 4 2 2 1
RMSEc 0.28 0.04 0.16 0.21 0.07 0.09 0.10 0.14
R2 cal 0.96 1.00 0.99 0.98 1.00 1.00 0.99 0.99
RMSE y-rand 0.34 0.03 0.23 0.34 0.93 123 1.23 1.34
R2 y-rand 0.94 1.00 0.97 0.94 0.56 0.25 0.25 0.12
cR?p 0.14 0.01 0.12 0.19 0.66 0.86 0.86 0.93
RMSEcv 1.37 125 1.27 1.22 0.11 0.11 0.15 0.16
R2cv 0.16 0.25 0.22 0.28 0.99 099 0.99 0.99
RMSEp 111 112 1.18 1.14 0.11 0.08 0.11 0.14
R2pred 0.55 0.53 0.42 0.36 1.00 1.00 1.00 0.99
R2m 0.29 0.27 0.24 0.00 0.99 099 0.98 0.99

Fonte: Do autor (2019)

Como visto a partir do modelo por minimos quadrados parciais (PLS), a utilizacdo da
regio 935-1200 cm™ na predic&o do teor de lactose tornou-se vidvel em relagio ao espectro de
FTIR completo. Entéo, na tentativa de simplificar ainda os descritores, novos modelos foram
construidos usando regressao linear multipla (MLR) e minimos quadrados (MQ) considerando
bandas especificas na regido 935-1200 cm™. No Gréafico 4, observa-se 0s espectros com
correcdo multiplicativa de sinais, com 12 derivada e com 22 derivada da regido de 935-1200 cm’
! com as respectivas identificacdes das bandas, as quais foram usadas como descritores nos
modelos MLR e MQ.
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Gréfico 4 — Regido dos espectros no infravermelho médio com bandas tipicas de carboidratos
para as amostras de leite com diferentes teores de lactose transformados por correcdo

multiplicativa de sinais (MSC), 12 derivada e 22 derivada.

MSC 1043 1074

935 988 1041 1094 1147 1200
cmt

12 derivada
1018

4

= =4

935 988 1041 1094 1147 1200
cml

1007 3 1134

1059 109

1024

22 derivada 1036 4

935 988 1041 1094 1147 1200
cmt

Fonte: Do autor (2019)
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Na Tabela 3 sdo apresentados os resultados estatisticos do modelo MLR utilizando as
bandas de vibracdo da regido de 935-1200 cm™ selecionadas no espectro original e nas
transformacdes conforme Grafico 4. A utilizacdo de derivadas como método de transformacéo
de dados do espectro de FTIR torna as bandas de vibracdes mais definidas, o que resulta na
melhora da calibracdo do modelo estatistico, resultando no aumento do coeficiente de
determinacdo da calibracdo (R2cal) e no aumento do cR2p. Além disso, a aplicacdo do mesmo
¢ melhorada tendo em vista que ocorre a reducdo do erro e aumento do coeficiente de
determinacéo da validacao cruzada (RMSEcv e RZcv, respectivamente), a diminuicéo do erro e
aumento do coeficiente de determinacgdo do predito (RMSEp e R?pred, respectivamente) e o
aumento do R?m. Sendo assim, a utilizagdo da derivada como forma de transformagéo para

aplicacdo no modelo MLR foi a mais efetiva, sobretudo a 22 derivada.

Tabela 3 - Desempenho dos modelos MLR na predicdo do teor de lactose usando diferentes

transformacoes de dados.

Original* MSC* 12 deriv** 22 deriv***

RMSEc 0.53 0.57 0.15 0.13
R2cal 0.86 084 0.99 0.99
RMSE y-rand 1.24 122 1.23 1.24
R2 Yrand 0.24 025 0.24 0.24
cR?p 0.73 0.70 0.86 0.86
RMSEcv 0.76 083 0.25 0.25
R2cv 0.72 0.69 0.97 0.97
RMSEp 0.30 042 024 0.17
R2pred 0.96 092 0.98 0.99
R2m 0.96 089 0.94 0.98

*997, 1043, 1074, 1116, 1155 cm®; **982, 1018, 1066, 1115, 1142 cm™*; ***1007, 1024, 1036,
1059, 1093, 1107, 1134 cm™™,
Fonte: Do autor (2019)

Na Tabela 4 sdo apresentados os resultados estatisticos do modelo Minimos Quadrados
(MQ) utilizando as bandas de vibracio da regido de 935-1200 cm™ selecionadas no espectro
original e nas transformacdes (conforme Grafico 4), sendo consideradas de forma individual. A
partir da analise do R2m, é possivel verificar que somente na 22 derivada do espectro de FTIR
a maioria das bandas de vibragdo resultou em bons ajustes (Rm > 0.5). Comparando o0s

resultados das bandas de vibragdo da 22 derivada, pode-se inferir que a banda 1107 cm™
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demonstrou ser a mais viavel para a aplicacdo desse modelo, pois possui um alto valor cR2p,
indicando assim, diferenca estatistica entre a calibracao e a y-randomizagéo, além de possuir o

mais alto valor para a validacdo cruzada (Rzcv), predicédo (R?pred) e R2m.

Tabela 4 - Desempenho dos modelos MQ na predicdo do teor de lactose usando diferentes

transformaces de dados e numeros de onda.

Original 12 deriv
cm-1 997 1043 1074 1116 1155 982 1018 1066 1115 1142
RMSEc 128 141 131 129 1.32 118 140 118 037 078
Recal 019 001 015 017 0.4 031 004 031 093 070
R'\:'asniy' 139 137 138 139 1.42 140 137 139 139 138
RzYrand 005 008 006 005 001 003 007 004 004 006
cR?p 017 000 012 015 0.14 029 000 029 091  0.67
RMSEcv 144 174 155 144 1.45 131 186 128 042 083
Rev 005 014 000 004 003 017 009 020 091 0.6
RMSEp 112 137 111 112 1.20 096 127 096 034 138
Repred 057 031 073 0.66 052 078 066 068 095 048
REm 000 000 000 000 0.00 000 000 000 095 047
MSC 22 deriv
cm-1 997 1043 1074 1116 1155 1007 1024 1036 1059 1093 1107 1134
RMSEc 125 142 139 130 121 091 046 033 050 031 020 1.18
Recal 022 000 004 017 028 059 090 095 088 095 098 031
R'\:'as;sy' 137 141 140 138 139 140 140 140 140 140 137 141
RzYrand 007 002 003 006 005 004 003 003 003 003 007 002
CR? 018 000 003 013 025 057 088 093 086 094 094 0.30
RMSEcv 140 163 161 144 131 100 050 038 055 034 022 1.27
Rov 008 025 005 004 018 051 088 093 085 094 098 021
RMSEp 149 145 153 150 137 059 040 024 035 031 018 1.39
Repred 000 014 006 000 016 094 096 098 095 098 099 0.17
R'm 000 000 000 000 000 057 093 089 083 094 096 0.00

Fonte: Do autor (2019)

Apos a selecdo das melhores condigdes de cada modelo para a predicdo do teor de
lactose, uma comparacao entre os modelos foi realizada de modo a verificar qual modelo melhor
se ajustou aos dados experimentais. O Grafico 5 mostra os valores medidos e preditos pelos
modelos aplicados (PLS, MLR e MQ). A partir da analise dos graficos é possivel verificar que
todos os modelos foram bem ajustados, sendo melhor o modelo de PLS, sequido pelo MLR e
por ultimo, pelo modelo MQ. Entretanto, como todos os modelos possuem elevados valores de
R2pred e R2m, fato previamente visualizado nas Tabelas 2, 3 e 4, todos os modelos aplicados

sdo eficientes na predicdo do teor de lactose em amostras de leite, desde que seja respeitado
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Gréfico 5 - Valores medidos e preditos pelos modelos PLS empregando corre¢cdo multiplicativa
de sinais (MSC) da regifo 935-1200 cm™, MLR empregando as bandas 997, 1043, 1074, 1116,

1155 cm™ apds 22 derivada, e MQ empregando a banda 1107 cm™ ap6s 22 derivada.
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4.3 Etapa 3. Predicdo do teor de lactose durante um processo de hidrélise com lactase

por espectrometria no infravermelho médio

Tendo em vista que todos os modelos aplicados foram bem ajustados para os dados
experimentais de teor de lactose, 0 uso de tais modelos foi realizado para acompanhamento do
teor de lactose durante um processo de hidrolise de lactose usando lactase. No Gréfico 6 é
apresentada a evolucdo do teor de lactose ao longo do tempo conforme predicGes pelos modelos
PLS, MLR e MQ. Verificou-se que os teores preditos por esses modelos foram similares,
indicando assim, a aplicabilidade de qualquer um dos modelos na predi¢édo do teor de lactose

durante um processo de hidrdlise da lactose em leite usando enzima lactase.

Gréfico 6 — Predicdo do teor de lactose pelos modelos PLS, MLR e MQ durante um processo

de hidrolise da lactose em leite usando enzima lactase.
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5 CONCLUSAO

Este trabalho prop6s uma nova metodologia para a determinagéo de lactose em leite
com e sem lactose, onde foi empregado a combinacdo da espectrometria no infravermelho

médio com metodos quimiomeétricos.

A espectrometria no infravermelho médio associada com a Analise de Componentes
Principais (PCA) mostrou-se eficiente na diferenciacdo entre o leite com e sem lactose, sendo
possivel descrimina-los perfeitamente. Quando aliada com Regressdo por Minimos Quadrados
Parciais (PLS), Regressdo Linear Multipla (MRL) e Minimos Quadrados (MQ) foi possivel
obter modelos efetivos para predizer com o teor de lactose em amostras de leite, sendo capaz
também aplicar esse método na predicdo do teor de lactose durante um processo de hidrolise,

desde que seja respeitado cada parametro utilizado neste trabalho.

Portanto, a metodologia de Espectrometria no Infravermelho Médio desenvolvida neste
trabalho apresentou-se como alternativa viavel para a determinagdo de lactose, viabilizando
uma analise rapida e direta da amostra, possibilitando a redugdo de custo com reagentes e

quantidade de residuos.
Consideracoes finais

Mesmo havendo conseguido modelos com boa capacidade preditiva nas condi¢des do
experimento deste trabalho, deve ser considerada uma etapa futura de validagcdo do método aqui
proposto contra um método de referéncia, tal como cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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