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RESUMO

SANTANA, V. R. Validacdo De Metodologia Para Deteccdo e Quantificacdo De
Ivermectina Em Leite de Vaca Com Uso De Espectroscopia De Infravermelho Com
Transformada de Fourier Com Reflectancia Total Atenuada (FTIR-ATR). Itapetinga, BA:
UESB, 2016. 76. p. Dissertacdo. (Mestrado em Engenharia e Ciéncia de Alimentos, Area de
Concentracdo em Ciéncia de Alimentos).

As lvermectinas (IVM), do grupo das Avermectinas e da familia das Lactonas Mocrociclicas
sdo usadas rotineiramente em animais de producdo como endo e ecto-parasitarios e como outros
medicamentos, tem seus residuos no leite controlados oficialmente. Desenvolvemos o estudo
do tema e apresentamos o conhecimento atual da realidade da producéo de leite, do uso da IVM
em animais leiteiros e o controle de seus residuos no leite, além do uso da espectroscopia
associada a quimiometria na analise de alimentos. Para deteccdo e quantificacdo de IVM em
leite usa-se oficialmente a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. Esta técnica consome
muito tempo, requer o uso de muitos reagentes quimicos e o descarte de seus residuos, além da
insalubridade do ambiente nos laboratorios. Este conjunto de informacdes criou a demanda para
o desenvolvimento de novas técnicas, que consigam mitigar estes efeitos. Assim, surge a
Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) que apresenta maior
agilidade no processo, menor custo e tem sido utilizada em analise de alimentos. A utilizagdo
dessa técnica para a deteccdo de IVM em leite ndo foi testada e preencher esta lacuna foi o
nosso objetivo. Apresentamos no capitulo 1 os resultados de nosso estudo de validacéo
metodoldgica com o uso da Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier
associada a quimiometria na deteccdo de lvermectina no leite. Leite de vacas sadias que ndo
tratadas com IVM foi utilizado no estudo. O delineamento experimental foi desenvolvido para
a obtencdo dos dados representativos dos espectros do leite adulterado com VM (dilui¢des
sucessivas no leite), leite puro e padrdo de IVM (tratamentos). A analise de componentes
principais classificou o leite adulterado e o leite puro, distintamente. No mesmo sentido as
analises discriminantes classificaram as amostras em leite puro e adulterado da mesma forma
que as redes neurais artificiais. Baseados nos resultados indicamos o uso da espectroscopia
FTIR-ATR como teste de triagem de residuos de IVM em leite.

Palavras chave: analise discriminante, redes neurais artificias, medicamentos veterinarios.

*Qrientador: Sérgio Augusto de Albuquerque Fernandes, Dr. UESB e Co-orientadores: Sibelli
Passini Barbosa Ferrdo, Drd. UESB e Leandro Soares Santos, Dr. UESB.
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ABSTRACT

SANTANA, V. R. Validation of the methodology for detection and quantification of lvermectin
in cow's milk using Fourier transform infrared spectroscopy with attenuated total reflectance
(FTIR-ATR). Itapetinga, BA: UESB, 2016. 75. p. Dissertation. (MSc in Food Science and
Engineering, Food Sciences Concentration Area).

Originally the Ivermectin (VM) are from the Avermectin group and the Mocrocyclic Lacton
family and are routinely used in animal production as anti-parasitic agents (endo and ecto). Like
other medicines, their residues in the milk are officially controlled. This study was developed
for the know a current knowledge of the reality of milk production, the use of IVM in dairy
animals and the control of its residues in milk, besides the use of spectroscopy associated to
chemometric analysis in food evaluation. For the detection and quantification of lvermectin in
milk it is officially used the High-Performance Liquid Chromatography. This technigue is time
consuming, requires the use of many chemical reagents and the disposal of its residues, in
addition, an unhealthy environment in the laboratories are created. Based on this information
the necessity of a new techniques, that can mitigate these effects, was observed. Thus, Fourier
transform infrared with attenuated total reflectance (FTIR-ATR) appears as technical that
presents greater agility in the process, lower cost and has been used in food analysis. However,
the use of FTIR-ATR for the detection of IVM in milk was not tested and filling this gap was
our goal. We present in Chapter 1 the results of our study with the use of FTIR-ATR associated
with chemometric in the detection of Ivermectin in milk. Milk from healthy cows that had not
been treated with IVM was used in the study. The experimental design was developed to obtain
the representative data of the spectra of adulterated milk with IVM (successive dilutions in
milk), pure milk and standard of IVM (treatments). Principal component analysis results
classified adulterated milk and pure milk distinctly. In the same sense, discriminant analyzes
and artificial neural networks classified the samples into pure and adulterated milk. Based on
the results, we indicate the use of FTIR-ATR spectroscopy as a screening test for IVM residues
in milk.

Keywords: artificial neural networks, discriminant analyzes, veterinary medicine



| REFERENCIAL TEORICO

1.1 Introducéo

Produzido em todo o territdrio nacional, o leite representa um dos principais
produtos da agropecuaria brasileira, gerando emprego e renda no campo. Associado aos
fatores de ordem econdmica e social, tem-se fator nutricional, por ser este fonte de
nutrientes necessarios aos seres humanos.

A contaminacdo do leite representa riscos a saude dos consumidores e estdo
relacionadas tanto a parametros microbioldgicos quanto quimicos. Os contaminantes
microbioldgicos originam-se em funcdo das condi¢des higiénico de obtencdo do leite
assim como devido as condicGes sanitarias na ordenha e no cuidado com os animais. Por
sua vez, as contaminagdes quimicas ocorrem devido a presenca de residuos de
medicamentos usados de forma inadequada, como as Avermectinas, utilizadas no
combate a endo e ectoparasitas. As Avermectinas sdo um dos grupos da familia da
Lactonas Mocrociclicas, que possuem como destaque as Ivermectinas, usadas na sanidade
animal.

Os medicamentos de uso veterinarios sdo regulados pela ANVISA e pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento e sdo continuamente monitorados
por estes Grgaos. As técnicas utilizadas oficialmente utilizam a cromatografia liquida de
alta eficiéncia com detector de fluorescéncia (CLAE-FL) ou acoplada a espectrometria
de massas (CLAE-EM/EM). Estas técnicas demandam maior tempo laboral, limitando
assim o numero de amostras a serem analisadas, usam reagentes quimicos, gerando
residuos que causam danos ambientais e sdo equipamentos caros, contudo, S80 precisos.

Estudos sdo desenvolvidos para a criacdo de técnicas auxiliares a cromatografia
liquida, que sirvam como testes de triagem, que serviriam para avaliar maior nimero de
amostras, e indicando apenas as amostras positivas otimizando o controle de residuos de
medicamentos de uso veterinarios no leite

Nesse contexto surge a Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de
Fourier, técnica que realiza analises de forma rapida e eficiente de diversos materiais por
meio da analise de espectros criados a partir da composicao da amostra. Essa técnica vem
sendo amplamente utilizada na industria de alimentos e em laboratorios para realizagdo
do monitoramento da composi¢do dos produtos e, consequentemente, viabilizar o

controle de qualidade de alimentos.



Este estudo apresenta evidéncias positivas do uso da Espectroscopia no
Infravermelho com Transformada de Fourier na deteccdo de Ivermectina em leite

associada a quimiometria, como ferramenta de controle de residuos desta substancia em

leite.

1.2 A producdo de leite

O leite é um dos principais produtos da agropecuaria brasileira. Com producao
aproximada de 35 milhdes de toneladas de leite por ano, o Brasil ocupa a quarta posi¢édo
no ranking mundial, perdendo apenas para Estados Unidos, india e China (FAO 2010;
IBGE, 2015), importando ainda cerca de 130 mil toneladas de produtos lacteos,
equivalente a 1,1 bilhdo de litros de leite (ZOCCAL, 2016).

A produgdo de leite no Brasil ocorre de forma distribuida em todo o territorio
nacional, com maior contribuicdo das regides Sul e Sudeste, no entanto, o maior
percentual de crescimento na producao de leite para o periodo de 2013/2014 ocorreu na

regido Nordeste, enquanto a regido Sudeste teve um aumento inferior a média nacional

(Tabela 1).

Tabela 1. Producgéo anual de leite por Regido (1000 litros)

Regido 2013 2014 Variacdo em 1 ano
Centro-Oeste 5.016.292 4.969.238 -0,9%
Sudeste 12.019.947 12.169.774 1,2%
Sul 11.774.331 12.200.824 3,6%
Norte 1.846.420 1.946.149 5,4%
Nordeste 3.598.250 3.888.286 8,1%
Total 34.255.240 35.174.271 2,7%

Fonte:IBGE, 2015.

Na regido Nordeste, a Bahia é o estado que mais contribui na producédo de leite
anual, apesar disso, sua produtividade (L/vaca/ano) esta abaixo da média da regido e € a

segunda menor entre estes estados, superando apenas a produtividade do Piaui (Tabela

2).



Tabela 2. Participac¢do de cada estado na producéo de leite na regido Nordeste.

Estado Quantidade Quantidade Variagéo Produtiv.
(1000 L) (1000 L) 2013/2014 2014
2013 2014 (L/vaca/ano)
Maranhéo 385.880 393.030 1,9% 631
Piaui 82.542 79.957 -3,1% o571
Ceara 455.452 494.024 8,5% 851
Rio Grande do Norte 209.150 232.338 11,1% 904
Paraiba 157.258 170.479 8,4% 797
Pernambuco 561.829 656.673 16,9% 1.396
Alagoas 252.135 304.674 20,8% 1.887
Sergipe 331.406 345.020 4,1% 1.466
Bahia 1.162.598 1.212.091 4,3% 586
Total 3.598.250 3.888.286 8,1% 818

Fonte: IBGE, 2015.

Em funcdo da demanda maior que a producdo, o Nordeste € uma regido
importadora de leite, no entanto, ha possibilidades de aumentar a producdo de leite
melhorando sua produtividade por meio de melhorias nas técnicas hoje empregadas, uma
vez que, a regido produz, atualmente, pouco mais de 10% do leite nacional (EMBRAPA,
2015).

A producdo leiteira no pais acompanhou o processo de urbanizacao e ao observar
0s municipios brasileiros, € incomum encontrar um deles que nao tenha pelo menos uma
vaca leiteira. E essa atividade leiteira € importante tanto para o desempenho econdémico
do pais em relacdo a atender a demanda interna do produto, quanto para se tornar
fornecedor no mercado internacional e principalmente por gerar empregos para 0S
cidaddos (ZOCCAL et al., 2008; TRENNEPOHL, 2010).

1.3 O leite

A producéo e a composicéo do leite s&o influenciados por diversos fatores, entre
eles, € possivel destacar fatores ambientais, genéticos, manejo, fase de lactacdo e a
alimentaco animal (AGANGA et al., 2002; CERDOTES et al., 2004; RESTLE et al.,
2004; NORO et al., 2006; ZANELA et al., 2006).



Segundo o Regulamento Da Inspecéo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem
Animal (RIISPOA), o leite é o produto obtido pela ordenha completa e ininterrupta, sob
condigdes higiénicas, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas (BRASIL, 1997).
O leite é um alimento complexo composto por agua, glicideos, proteinas, gorduras e
minerais e, em fun¢do da sua importancia nutricional, sendo, inclusive, a principal fonte
de célcio para a alimentacdo humana. O Ministério da Saude recomenda que o leite ou
seus derivados sejam consumidos diariamente em trés porc¢oes (BRASIL, 2006).

A qualidade do leite esta associada ao fator nutricional, rico em nutrientes
necessarios a salde humana, assim como as caracteristicas higiénico-sanitaria, pois este
pode conter agentes causadores de zoonoses e produtos quimicos nao naturais
(PEREIRA, 2014).

No mundo, o consumo de leite e derivados tem aumentado entre 2 e 3% ao ano.
Cinquenta por cento deste consumo tem ocorrido devido ao crescimento populacional
mundial, e a outra metade devido ao aumento do consumo per capita, com expectativas,
de crescimento continuo da demanda mundial (IFCN, 2013)

A industria de laticinios estd entre as 4 primeiras atividades industriais
alimenticias no Brasil, o que revela sua importancia econémica, com estimativa de,
aproximadamente, 10% de participacdo no faturamento total da industria de alimentos do
pais. Na cadeia produtiva de leite, a industria processadora é o elo mais forte e dindmico
e 0 maior responsavel pelas transformacdes e alteracdes de posturas nos demais
segmentos da cadeia (VIANA & FERRAS, 2007; CARVALHO, 2010).

1.4 Uso de medicamentos veterinarios e seguranca do leite

Animais que produzem alimentos, a exemplo de bovinos, comumente recebem
tratamentos com medicamentos veterinarios, como antiparasitarios. Estes medicamentos
podem deixar residuos no leite e representam risco a salde humana. No sentido de
diminuir a contaminacdo do leite por medicamentos e ou agrotéxicos no leite, a FAO,
juntamente com organismos de diversos paises, criou 0 CODEX Alimentarius, que entre
outras coisas, determina os limites maximos permitidos para os diversos agentes
medicamentosos no leite e em outros alimentos.

Agéncias reguladoras nacionais e regionais estabelecem Limites Maximos de
Residuos (LMR) para cada medicamento com uso aprovado, seguindo o padrdo do
CODEX Alimentarius, os dados de monitoramento desses residuos em leite séo de grande

importancia para conhecer e avaliar a exposi¢do humana a esses contaminantes por meio



dos alimentos (SILVA et al., 2014). A OMS/FAOQ designou o JECFA (Joint FAO/WHO
Expert Committee on Food Additives) como o comité responsavel pela avaliacdo e
controle da IDA (Ingestdo Diaria Aceitavel), que é expressa em pg/kg peso corporeo, de
aditivos alimentares, contaminantes e drogas veterinarias (JARDIM & CALDAS, 2009).

O numero de medicamentos veterinarios utilizados em animais de producdo é
expressivo, isso ocorre em funcdo da sua importancia econdmica e essa pratica pode
resultar em residuos desses medicamentos em produtos de origem animal, o que gera
preocupacdo entre os consumidores, uma vez que, 0S possiveis riscos a salude humana
ocasionados pelo uso de medicamentos veterinarios nos animais podem estar associados
a presenca de residuos medicamentos veterinarios nos alimentos e, esses podem ocorrer
quando o uso dos medicamentos ndo observa Boas Préaticas de Uso de Medicamentos
Veterinarios, em especial as especificacdes de uso (ANVISA, 2003; NETTO et al., 2005;
CASELANI, 2014.)

Os animais destinados a producdo de alimentos que recebem tratamento
medicamentoso devem receber cuidados especificos, para inibir a ocorréncia de residuos
dos medicamentos nos alimentos. Dessa forma, é necessario observar o periodo de
caréncia que representa o tempo para que o contaminante atinja concentragdes seguras no
organismo do animal em tratamento. Este intervalo é o tempo entre a Gltima
administracdo da dose do medicamento e 0 momento permitido para o uso do alimento
oriundo desses animais (SPINOSA et al., 2011; BRASIL, 1997).

Os residuos de medicamentos veterinarios nos alimentos podem causar reacdes
alérgicas, infeccOes diversas, alteracdes na microbiota intestinal além de efeitos
carcinogénicos ou teratogénicos em funcédo da exposi¢cdo prolongada a estas substancias
(BOTSOGLOU & FLETOURIS, 2001; DOYLE, 2006). Entretanto, nem todos os
medicamentos veterinarios acarretam residuos que provocam danos a satide humana ou
animal e, quando sdo nocivos, os problemas s6 ocorrem caso a quantidade de residuo seja
superior ao LMR permitido (BRASIL, 1999).

Visando avaliar e atuar na prevencao de riscos relacionados a contaminacdo do
leite e outros alimentos por residuos de medicamentos, foram criados no Brasil o0
Programa de Analise de Residuos de Medicamentos Veterinarios em Alimentos
(PAMvet) e o Programa Nacional de Controle de Residuos de Contaminantes (PNCRC).
O objetivo do PAMVet € promover o controle de residuos de medicamentos veterinarios
em alimentos de origem animal para o consumo humano por meio de fiscalizagdo e

analises em amostras de todo o pais, enquanto o PNCRC que é coordenado pelo



Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) trata-se de um programa
de fiscalizagdo baseado na analise de risco que visa monitorar os sistemas de producéo e
a qualidade dos produtos de origem vegetal e animal, ou seja, uma ferramenta de
gerenciamento de risco (ANVISA, 2003; BRASIL, 2012).

O leite que apresenta residuos de substancias quimicas é considerado fraudado e,
por isso, impréprio para 0 consumo humano, pois ndo atende aos requisitos de qualidade
necessarios para que tenha padréo de qualidade considerado aceitavel (FONSECA et al.,
2001; VENTURINI et al., 2007; MENDES et al., 2008).

A preocupacao por oferecer produtos de qualidade e que possam ser ingeridos
pelo consumidor é um problema mundial, e assim, faz-se necessario a busca de deteccoes
em produtos adulterados e com qualidade inferior no mercado (EGITO et al., 2006).
Produtos adulterados geram inimeros prejuizos para industria processadora de lacteos,
pois, essa alteracdo leva a uma reducdo dos produtos, reducdo de valor nutricional, bem
como um risco a saude dos consumidores devido a presenca de substancias nocivas, tais
como: neutralizante de acidez, agentes antimicrobianos, reconstituintes de densidade,
entre outras (CORTEZ et al., 2010; BRASIL, 2006).

Diversas técnicas de rotina sdo utilizadas para deteccdo de fraudes e novas
metodologias estdo sendo desenvolvidas em virtude da necessidade de respostas de
diferentes tipos de adulteracdo que estdo sendo utilizados (CORTEZ et al., 2010;
BRASIL, 2006).

1.5 Avermectinas

As avermectinas, substancias que pertencem ao grupo das Lactonas Macrociclicas
(LM), sdo os anti-helminticos mais utilizados na medicina veterinaria que sdo, em sua
maioria, produzidas a partir da bactéria Streptomyces avermitillis. Esses compostos agem
sobre a membrana das células musculares dos nematoides causando danos irreversiveis
com consequente paralisia e morte dos parasitos. As avermectinas atuam no controle de
diversas espécies, tais como, Dityocalus viviparus, Haemonchus contortus, Strongyloides
spp. e Ascaris spp, adicionalmente, as avermectinas podem atuar tambem no controle de
artropodes como carrapato, piolhos, &caros que causam sarnas e larvas de insetos (BURG
etal., 1979).

As avermectinas foram descobertas em 1976, no entanto seu uso em animais so

comecou em 1981 com a utilizacdo das ivermectinas, desde entdo, as avermectinas tem



sido utilizadas em diversos animais e seres humanos no controle de doencas parasitarias
(VERCRUYSSE & REW, 2002).

Essas substancias sdo praticamente insollveis em agua e possuem alta
lipossolubilidade, o que facilita que esses medicamentos se depositem no local onde
foram aplicados por via subcutdnea, essa deposicdo faz com que o medicamento
permaneca no organismo do animal por periodo prolongado (LANUSSE & PRICHARD,
1993; NETTO et al., 2005).

As avermectinas podem ser classificadas, de acordo com caracteristicas
estruturais, em “A ou B”, “1 ou 2” e “a ou b”. As estruturas que possuem um grupo
metoxila no carbono 5 sdo classificadas como avermectinas “A”, ja as que possuem uma
hidroxila nessa posic¢ao sdo classificadas como avermectinas “B”; quando possuem uma
ligacdo dupla entre os carbonos 22 e 23, sdo classificadas como da série “1”, quando,
nessa posicao, ocorre uma ligacdo simples com um grupo hidroxila no carbono 23, sdo
classificadas como sendo da série “2”’; quando, no carbono 25, ocorre a presenga do grupo
sec-butil, a avermectina ¢ classificada na série “a”, mas se, nessa posi¢do OcOrrer um
grupo isopropil, é classificada como da série “b” (LUMARET et al., 2012; OMURA &
CRUMP, 2004; CANGA, 2009).

O metabolismo das avermectinas ocorre principalmente no figado e sua
eliminacg&o é feita por meio da bile no material fecal, na urina e nas glandulas mamarias
dos animais em fase de lactacdo, podendo acarretar residuos no leite por um periodo de
até 28 dias apds o tratamento (BALDANI et al., 1999).

As técnicas utilizadas para determinagdo de avermectinas no leite, de acordo com
0 MAPA, pelos seus laboratorios oficiais, que sdo os Laboratorios Nacionais
Agropecudrios, Lanagros, sdo CLAE-FL (Cromatografia liquida de alta eficiéncia —
deteccdo de fluorescéncia) e CLAE EM/EM (cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas sequencial) (BRASIL, 2011).

A utilizacdo de avermectinas no rebanho leiteiro apresenta o inconveniente de que
essas substancias causam niveis de residuos prolongados no leite (SCHENCK &
LAGMAN, 1999) e sua utilizacdo no Brasil havia sido proibida em 2014, porém, a
Instrucdo Normativa 6 de 27 de margo de 2015 revoga a anterior, liberando a sua
utilizacdo (BRASIL, 2015).

No Brasil, 0s LMR de antiparasitarios no leite séo estabelecidos pela IN n° 11 de
22 de maio de 2012 que trata do Programa de Residuos e Contaminantes em Carnes

(Bovina, Aves, Suina e Equina), Leite, Pescado, Mel, Ovos e Avestruz e, segundo o



CODEX Alimentarius, a utilizacdo das avermectinas deve estar dentro de um padréo
aceitavel, para isso, limita a ingestao diaria admissivel (IDA) para uso nos animais como
mostra a (Tabela 3) (CODEX, 2015; BRASIL, 2012).

Tabela 3. IDA e LMR de avermectinas no leite.

Avermectina LMR (ug/kg de leite) IDA (pg/kg peso
corporeo)
Abamectina 10 0-2
Doramectina 15 0-05
Ivermectina 10 0-1

Fonte: CODEX Alimentarius 2015 e BRASIL 2012

Segundo Ferreira e colaboradores (2012), pesquisas que de monitoramento de
residuos de medicamentos em leite realizadas entre 2000 e 2012 apontaram que, em 70%
das amostras analisadas, foi confirmada a presenca de avermectinas e, em Varios casos, a

presenca desses contaminantes ocorreu em quantidades superiores a LMR.

1.5.1 Ivermectinas

Dentre o grupo das avermectinas, as ivermectinas se destacam, tendo sido o
primeiro membro das LMs a ser comercializado e utilizado como antiparasitario em
animais a partir de 1981. Esse medicamento é um composto que contém, no minimo 80%
de 22,23-diidroavermectina Bla, C4gH74014, de peso molecular 875,1 g/mol e menos de
20 % de 22, 23-diidroavermectina B1b C47H72014, de peso molecular 861,1 g/mol, esses
percentuais se referem a amostra de IVM na sua forma cristalina, sem etanol ou
dimetilformamida (YATES et al., 2003; OMURA & CRUMP 2004; CANGA et al.,
2009).

A IVM ¢ o principal farmaco utilizado em animais no controle antiparasitario,
essa utilizacdo ocorre em funcdo do amplo espectro de acdo desse medicamento no
combate a diversos nematoides, pois apresenta a¢do contra quase todas as espécies de
nematoides gastrointestinais de importancia patogénica e econémica em bovinos,
entretanto, sua eficacia varia de acordo com o parasita alvo (CAMPBELL & BENZ, 1984;
LANUSSE & PRICHARD, 1993), entretanto, a IVM.

O mecanismo de acdo da IVM consiste no estimulo & liberacdo do
neurotransmissor inibidor GABA (&cido gama-aminobutirico), sob o efeito do GABA,
ocorre a inibicdo da neurotransmissdo dos estimulos por meio da abertura dos canais de

cloro permitindo o influxo de ions cloreto, esse processo promove a paralisia da



musculatura e morte do parasita, possibilitando a sua eliminacao. Esses canais s6 ocorrem
em invertebrados, por isso, a IVM sO pode ser utilizada no controle de parasitas
(CAMPBELL & BENZ, 1984; ARENA et al., 1995).

A lvermectina apresenta alta lipossolubilidade, o que faz com que ela permaneca
no organismo animal por periodos prolongados e que possibilita sua excrecdo por meio
do leite (SUTHERLAND & CAMPBELL, 1990). A lipossolubilidade da IVM é a
principal propriedade fisico-quimica que explica a absor¢éo da IVM por via subcutanea,
uma vez que a pele pode ser considerada uma camada lipidica de varias camadas
(BAGGOT & MCKELLAR, 1994).

De acordo com Silva e colaboradores (2012), quando utilizada, o prazo de
caréncia da Ivermectina nos bovinos € de 122 dias, 0s mesmos autores ressaltam que néo
deve ser feito o uso desse medicamento em animais cujo leite se destina ao consumo
humano. Entretanto, ocorre também o emprego da VM contra parasitoses em humanos,
essa pratica vem se intensificando a partir da década de 1990 no controle a diversas
doencas parasitérias, tais como oncocercose, strongiloides, ancylostomas, sarcoptes,
carrapatos e piolhos (FERNANDES et al., 2001).

A matéria prima de IVM é constituida normalmente de isdbmeros estruturais que
diferenciam em um grupamento CHz na ligagdo como o carbono 25 da estrutura
(SANTOS, 2013). IVM ¢ formada por grupos hidroxilas, metoxilas, lactona macrociclica,

anéis tetrahidropirano e tetrahidrofurano e ésteres e (Figura 1).

HsC, HsC,
o]
HO o] O...
H;CO H,CO
HyC'”
CHg
Bla R =
CHj
Blb R = CHj

Figura 7. Estrutura Quimica da lvermectina
Adaptado de CANGA et al., 2009; SANTOS,2013.
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Uma das dificuldades relacionadas a utilizagdo dessa substancia é a caréncia de
orientacdo técnica. Esse problema ja foi identificado em diversas propriedades rurais, 0
que evidencia o problema da utilizagéo das ivermectinas (SILVA et al., 2012). O mesmo
autor ressalta danos que podem ser causados por essa substancia a saide humana como,
urticaria, edema, dores de cabeca, tontura, nausea, vomito, diarreia e dores abdominais.

A metodologia utilizada no Brasil, sob recomendagdo da ANVISA, para a
determinacéo de Ivermectina em leite é a Cromatografia liquida de alta eficiéncia com
detector de fluorescéncia (ANVISA, 2005). O controle de residuos de IVM no leite no
Brasil é realizado pelo PNCRC e 0 PAMVet. O relatério PAMVet, que realizava o
levantamento, entre outras coisas, da ocorréncia de residuo de VM no leite no Brasil,
apontou em sua Ultima publicacdo, elaborado entre 2006 e 2007, que das 600 amostras de
leite analisadas em todo o Brasil, 43% delas apresentaram residuo de IVM, ainda que
abaixo do LMR (ANVISA, 2009).

1.6 Espectroscopia de Infravermelho

A espectroscopia no infravermelho € uma técnica versatil baseada na interagdo
entre radiacdo eletromagnética e a matéria. A partir desta, é possivel observar os niveis
de energia de &tomos ou moléculas observando os espectros obtidos na medida. No caso
das moléculas, existem 3 niveis de energia que podem ser observados em regides
espectrais diferentes: eletrdnicos, vibracionais e rotacionais. As transicoes eletrdnicas sdo
observadas na regido ultravioleta ou visivel, as vibracionais sdo observadas na regido do
infravermelho, j& as rotacionais sdo observadas na regido de microondas (SALA, 2008).

A regido do infravermelho compreende entre a faixa superior da regido de
microondas e a faixa inferior da regido ultravioleta ou visivel, que compreende a faixa de
frequéncia entre 10% e 0,8 Hz. Nesta regido ocorrem as vibragdes moleculares, no entanto,
para que um modo vibracional seja ativo e realize absorcéo da radiacdo eletromagnética.
Isso ocorre quando ha variacdo no momento dipolo da molécula em estudo, ou seja, pelo
menos 1 dos componentes, momento de transi¢do, deve ser diferente de 0, esta € a regra
de selecdo da espectroscopia de infravermelho (STUART, 2004; BRUICE, 2006; SALA,
2008).

A radiacdo infravermelha foi descoberta em 1800 por Herschel e, por volta de
1900, Coblentz obteve espectros de absorcdo no infravermelho de grande nimero de

compostos organicos em estado sélido, liquido e vapor, desde entdo, esta técnica vem
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sendo utilizada para identificar um determinado composto, ou ainda, determinar a
composicdo de uma amostra qualitativa e quantitativamente, trabalhando com
componentes que apresentam ligacfes quimicas, ndo sendo possivel a analise de
componentes monoatdmicos (SALA, 2008; SALIBA et al., 2009).

A absorcdo de energia de radiacdo infravermelha por uma molécula organica
acarreta a vibracdo dessa molécula, e promove a formacgéo de bandas de um espectro que
ird refletir estes movimentos vibracionais. A razéo entre a energia transmitida e a energia
recebida pela molécula é chamada de transmitancia e o inverso do logaritmo decimal
desta medida é a absorbancia (Equacdo 1) (SILVERSTEIN et al., 1994; STUART, 2004):

A=—-Log(T) = Log (1/T) Equagéo 1

Em que:

A é a Absorbancia e T é a Transmitancia

As posicdes das bandas de um espectro podem ser expressas em nimeros de onda
(cm™) ou em comprimentos de onda (um), por sua vez, as unidades de medida das
intensidades de cada banda do espectro sdo expressas em percentual de Transmitancia
(%) ou Absorbancia (A) e essa denominacdo depende do modo utilizado para a captacao
das informac0es para a geracdo do espectro (STUART, 2004; SALA, 2008).

As intensidades e energias das absor¢bes na regido do infravermelho sdo
influenciadas por diversos fatores que podem contribuir para a ampliacdo e alternancia
das intensidades das bandas. As bandas do espectro eletromagnético podem ser alargadas
em funcdo da colisdo entre as moléculas, no caso dos gases, do efeito Doppler, quando a
radiacdo é deslocada para outra direcdo, além de existir uma relacdo direta entre o tempo
de vibracdo e a largura da banda correspondente, uma vez que, quanto menor o tempo de
duracdo de um estado vibracional, menos definida é a energia desse modo e,
consequentemente, resultara no alargamento da banda de absorcdo deste espectro, o que
é conhecido como Principio da incerteza de Heisenberg (STUART, 2004; SALA, 2008).

Os modos vibracionais de uma molécula podem ser classificados de duas formas:
deformacdes axiais (estiramentos) e deformacGes angulares. A deformacéo axial ocorre
quando a acontece a deformacdo no eixo da molécula, os comprimentos das ligacdes
aumentam e diminuem sistematicamente provocando a vibragcdo molecular. Por sua vez,
a deformacdo angular consiste no movimento de um grupo de 4tomos em relagdo a

molécula. As deformacdes angulares podem ocorrer de forma simétrica ou assimetrica e,
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nos dois casos, pode ocorrer dentro ou fora do plano conforme apresentado na (Figura 2)
(STUART, 2004).
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Figura 8. Modos Vibracionais
Fonte: Adaptado de STUART, 2004.

A quantidade de modos vibracionais de uma molécula varia de acordo com o
tamanho da sua estrutura. Em uma molécula com um determinado nimero de 4&tomos (N),
existem 3N graus de liberdade, destes, 3 sdo dos movimentos de translacdo e 3 dos
movimentos de rotacdo, portanto, 3N-6 graus de liberdade vibracional, porém, moléculas
lineares tem apenas 2 graus de liberdade rotacional, assim tem 3N-5 graus de liberdade

vibracional (Tabela 4).

Tabela 4. Graus de liberdade de moléculas poliatbmicas lineares e ndo lineares.
Tipos de Graus de liberdade Moléculas Lineares Moleculas néo lineares

Translacional 3 3
Rotacional 2 3
Vibracional 3N-5 3N-6
Total 3N 3N

Adaptado de STUART, 2004; SALA, 2008.
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As regides espectrais podem ser expressas por submultiplos de metro, assim é
comum encontrar em espectroscopia as medidas de A, nm e um que equivalem,
respectivamente a 10°m, 10° m e 10® m. Apesar disso, as medidas mais comuns na area
da espectroscopia sdo dadas em niimeros de onda cm™ que correspondem & quantidade de
comprimentos de onda que estdo contidos em 1 cm e tem a vantagem de apresentar
linearidade com a energia, ou seja, é proporcional a energia do féton. O nimero de onda
é obtido por meio da relacdo entre a frequéncia e o comprimento de onda (Equacéo 2)
(STUART, 2004; SALA, 2007; SALA, 2008).

0=1/1 =v/c Equacéo 2

Em que:
® = nmero de onda;
A = comprimento de onda da radiacdo no vacuo e
v = frequéncia
¢ = velocidade da luz
A regido do infravermelho eletromagnético pode ser dividida em trés partes
principais e a escolha da regido a ser utilizada depende do tipo de amostra que se deseja
avaliar, sendo que a regido denominada de infravermelho médio é a de maior interesse

para fins analiticos (MENDHAM et al., 2002; HOLLER et al., 2009.) (Tabela 5).

Tabela 5. Regides do espectro eletromagnético e amostras a que se aplicam.

Regiéo do Comprimento  NUmero Amostras a que se aplicam
espectro de onda pm de onda

cm?
Proximo (regido 0,8-25 12550 - Materiais comerciais solidos ou
das harmonicas) 4000 liquidos e misturas gasosas
Médio (Regido 2,5-50 4000 -200 Solidos, liquidos ou gases puros,
de vibragéo- misturas complexas de liquidos,
rotacao) solidos ou gases
Distante (Regido 50 - 1000 200-10 Amostras solidas, liquidas e
de rotacdo) gasosas

Fonte: MENDHAM et al. (2002); HOLLER et al. (2009).

A identificacdo dos compostos presentes na amostra pode ser feita por meio da
associacdo entre os grupos funcionais e a regido do espectro em que cada um deles

apresenta absorcéo da radiacéo eletromagnética para grupos funcionais (Tabela 6).



Tabela 6. Correlagdo entre as vibracOes e as faixas espectrais.
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Tipo de vibracao Atribuicédo Frequéncia cm™
Estiramento C-H Alcanos 3000-2850
Alcenos 3100-3000
Torgéo fora do plano C-H Alcenos 1000-650
Estiramento C-H Alcinos 3300-3250
Estiramento C-H Aromaticos 3150-3050

Torcao fora do plano C-H Aromaticos 900-690
C-H Aldeidos 2900-2700
C=C Alceno 1680-1600
C=C Aromaéticos 1600-1475
C=C Alcinos 2250-2100
C=0 Aldeidos 1740-1720
Cetonas 1730-1700
Acidos Carboxilicos 1725-1700
Esteres 1750-1730
Amidas 1700-1640
Anidridos 1810-1760
Cloreto &cido 1800
C-O Alcoois, éteres, ésteres, acidos 1300-1000
carboxilicos, anidridos

O-H Acidos carboxilicos 3400-2400

Alcodis e fendis 3650-3600 e 3400-3200

N-H (estiramentos) Aminas e amidas primarias e 3500-3100
secundarias

N-H (torgoes) Aminas e amidas primérias e 1640-1550
secundarias

C-N Amidas 1350-1000

Fonte: PAVIA et al. (2010).

A espectroscopia de infravermelho tem se tornado cada vez mais importante na

analise qualitativa e quantitativa de materiais, pois € uma técnica que apresenta extensa
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utilizacdo em laboratérios analiticos industriais e laboratérios de pesquisa diversos
(FIORINI, 2000). O uso da Espectroscopia no Infravermelho estd de acordo com o0s
conceitos politicos da quimica verde, que visa reduzir o tempo, custo e geracdo de
residuos das analises (FERREIRA, 2013).

Tradicionalmente desde meados de 1940 os aparelhos utilizados para a obtengéo
de espectros eram aparelhos dispersivos. Na analise por meio destes aparelhos, a radiagao
atravessa a amostra e € refletida por um sistema de espelhos, passa por fendas estreitas e
seguem para um detector e, em seguida para um registrador. Este sistema apresenta fraca
poténcia de radiacdo infravermelho, dificultando sua medicdo, necessita de grades de
difracdo apuradas, a precisdo é afetada pelo frequente desalinhamento do sistema Optico,
alto valor em relag&o sinal ruido e é lento. Para resolver esse problema, iniciou-se o0 uso
de instrumentos nado dispersivos como o (FTIR) (FIORINI, 2000; STUART, 2004).

1.6.1 Espectroscopia Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) produz
graficos por meio da analise das amostras, identificando os componentes ali presentes e
a informacdo dos espectros dessas amostras ocorre mais rapidamente quando comparado
com outros instrumentos dispersivos (SALIBA et al., 2009; PAVIA et al.,, 2010;
THERMO, 2016).

O FTIR tem como principio o interferdmetro de Michelson, sistema que consiste
em um espelho fixo, um espelho moével e um divisor de feixes (beam-splitter) que
transmite metade da radiacdo para o espelho movel e reflete a outra metade para o espelho
fixo. Estes espelhos refletem os dois feixes para um divisor, onde sdo recombinados e
passam pela amostra, que retém parte da energia, e em seguida pelo detector, dando
origem a um interferograma. Ap6s a geracdo do interferograma, este é submetido ao
método matematico de transformacdo de Fourier, que converte os dados do
interferograma em um espectro que relaciona a intensidade com a frequéncia (Figura 3)
(FIORINI, 2000; STUART, 2004; PAVIA et al., 2010).
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Figura 9. Esquema do caminho éptico de um feixe de luz IR no espectrdmetro do FTIR
Fonte: RODRIGUES, 2012.

O espectro resultante da analise por meio do FTIR representa a absor¢do e
transporte molecular, criando uma impressdo digital molecular da amostra, com a
presenca de cada componente. Como ndo ha uma mesma impressdo digital para duas
estruturas moleculares, estruturas diferentes ndo sdo capazes de produzir 0 mesmo
espectro, isso faz com que a espectroscopia de infravermelhos seja utilizada para varios
tipos de analise, apresentando vantagens como precisdo e velocidade de analise
(THERMO, 2016).

A transformacdo de Fourier € um método matematico que trouxe significativos
avancgos para a espectroscopia de infravermelho. Sua utilizagdo propicia a redugéo do
tempo de obtengdo dos espectros permitindo adequar fungGes ndo periddicas como
problemas de comunicagdes e processamento de sinais (STUART, 2004).

Dentre os métodos de analise por FTIR, o ATR tem provocado avancos nas
analises de amostras solidas e liquidas, pois nao requer laborioso preparo de amostras e

produz espectros reprodutiveis. Esse método, que estd associado ao FTIR, utiliza o
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fendmeno da reflectancia total interna por meio de um cristal com alto indice de refracéo
e baixo indice de absor¢do na regido do infravermelho. O acessério ATR realiza as
medi¢des das mudangas que ocorrem no feixe de radiacdo infravermelha ao entrar em
contato com a amostra. Quando o feixe de radiacdo passa do cristal para a amostra, ocorre
a reflex@o. A fracdo do feixe de luz incidente que é refletida aumenta conforme aumenta
0 angulo de incidéncia, e quando excede um determinado angulo critico (a) a reflexao é
completa. Essa técnica pode ser utilizada na anélise pastas, adesivos e p6s que ndo podem
ser analisados como pastilhas ou filmes (STUART, 2004; SOUZA, 2009).

Quando comparado aos instrumentos dispersivos, 0 FTIR apresenta algumas
vantagens, dentre estas, as principais sdo: vantagem de Fellgett, vantagem de Jacquinot e
a vantagem da velocidade (STUART, 2004).

A vantagem de Fellgett ou vantagem de multiplexacdo refere-se ao fato de que
este sistema oferece a melhor relacdo sinal/ruido por unidade de tempo proporcional a
raiz quadrada do numero de resolucédo dos elementos que estdo sendo monitorados, iSso
possibilita que o detector receba todas as informacdes dos componentes durante a leitura
do interferograma, isto resulta em melhor resolucdo dos elementos que estdo sendo
monitorados, uma vez que, a relacdo sinal/ruido € determinada pelo tempo de observacao
(VANASSE & SAKAL, 1967; STUART, 2004).

A vantagem de Jacquinot refere-se ao fato de que neste sistema ocorre menor
perda luminosa entre o feixe da fonte e o detector, isto ocorre por que o FTIR néo requer
a utilizacdo da fenda ou qualquer outro dispositivo de restri¢cdo que reduza a transferéncia
da poténcia, assim, toda a energia emitida pela fonte passa pela amostra, o que resulta em
ganho de energia no detector e aumento da razdo sinal/ruido. O aumento da razdo
sinal/ruido resulta em melhores interpretacdo dos resultados e utilizacdo dos dados
(VANASSE & SAKAI, 1967; STUART, 2004;).

Além das vantagens de Jacquinot e Fellgett, a utilizacdo do FTIR possibilita maior
precisdo da frequéncia, a luz dispersa ndo afeta o detector, uso de feixe mais amplo e
obtengdo mais facil dos dados, maior velocidade do leitor, que permite monitoramento
das amostras submetidas a rapidas mudancas, ndo submete as amostras a efeitos térmicos

e emissOes de radiacdo pela amostra ndo afetardo o espectro (FIORINI, 2000).

1.6.2 Aplicagdo da Espectroscopia de Infravermelho na industria de alimentos
A industria de alimentos vem utilizando a espectroscopia de infravermelho no

controle de qualidade dos produtos. Na industria de bebidas alcoodlicas, a espectroscopia
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de infravermelho tem sido utilizada na determinacdo de parametros das bebidas e licores
(ARZBERGER & LACHENMEIER, 2008), na determinacdo de acidos organicos em
vinhos (REGMI et al., 2012), na caracterizacdo e classificacdo de vinhos e bebidas
destiladas (PALMA & BARROSO, 2002).

Em laticinios, ja foi verificada a eficacia da técnica para analise de leite e
derivados com a finalidade de avaliar a composicao dessas amostras, além de detectar a
presenca de adulterantes nesses alimentos (INON et al., 2004, KAROUI &
BAERDEMAKE, 2007), determinacdo de solidos nao gordurosos (BASSBASI et al.,
2014), determinacdo de proteinas (KHER et al., 2007), composicdo fisico quimica
(ADLER et al., 2013), entre outros diversos trabalhos que vem utilizando a
Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier na andlise de leite e
derivados lacteos (BUNACIU et al., 2016).

Hewavitharana e Brakel (1997) utilizaram o (FTIR) associado as técnicas
quimiométricas, como a analise de regressdo de minimos quadrados parciais (PLS) e a
regressao de componentes principais (PCR) para a quantificacdo rapida e direta de caseina
no leite cru e os resultados foram satisfatorios.

Em um trabalho desenvolvido por Luiz e colaboradores (2014), com a finalidade
de avaliar a qualidade do leite de maneira rapida (interessante para industria), utilizou-se
a Espectroscopia no Infravermelho Proximo com Transformada de Fourier (FT-NIR)
associada a Andlise de Componentes Principais (ACP) em amostras de leite pasteurizado
tipo “A” integral homogeneizado comercializado na regido de Juiz de Fora, Minas Gerais.
Os resultados obtidos foram satisfatorios, pois as amostras pré-contaminadas foram
facilmente detectadas. Ressaltando que a técnica multivariada (ACP) foi essencial para
obtencdo dos resultados.

Em anélises de leite por FTIR, as vibra¢fes moleculares decorrentes dos seus
principais constituintes, gordura, proteinas e carboidratos, ocorrem em diferentes faixas
espectrais apresentando bandas distintas em cada faixa conforme apresentado na Tabela
7.
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Tabela 7. Regides espectrais do leite em FTIR.

NUmero de onda (cm™) Grupo Associacdo Modo Vibracional
Funcional
3438 OH Agua Estiramento simétrico
2920 CH; Lipideos Esti_ramento
assimétrico
2850 CH> Lipideos Estiramento simétrico
2350 CH> Lipideos Estiramento Simétrico
1747 C=0 Lipideos Estiramento simétrico
1660 — 1650 Amida Proteina Estiramento
1547 — 1541 Amida Proteina Deformacéo angular
1241 Amida Proteina Estiramento
1160 C-0 Lipideos Estiramento
1150 - 1030 (C-0)(C-C) Carboidratos Estiramento
(C-0-0)
1000 - 800 Anel de Carboidratos Deformacéo angular
vibracéo
722 (CH2)n Lipideos Deformagéo angular
700 N-H Proteina Deformacédo angular

Fonte: STUART, 2004, AERNOUTS, 2011.

Por meio da associacdo entre a faixa espectral onde ocorrem as vibracGes
moleculares que resultam em absorg¢éo da radiacdo infravermelho e as funcgdes organicas
que as provocam, é possivel identificar e quantificar os compostos do leite. Utilizando
esta técnica, Heuer e colaboradores (2001) realizaram estudo da composicdo do leite

avaliando a presenca de cetona na amostra (Figura 4).
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Figura 10. Espectro do Leite por FTIR.
Fonte: HEUER, 2001

1.7 Quimiometria

O uso de computadores para analisar dados quimicos foi crescente nos Gltimos
anos e a aquisicao de dados, principalmente na area analitica passou a produzir grande
quantidade de informacdes, muitas vezes complexa e variada, atingindo um numero
elevado de varidveis que podem ser medidos em uma Unica amostra, como exemplo, é
possivel citar as medidas de absorcdo em milhares de comprimentos de onda que séo
registrados em um espectro. De posse de tal quantidade de dados, surgiu a necessidade
de ferramentas mais precisas para trata-los, o que deu origem a Quimiometria que destina-
se a analise de dados quimicos de natureza multivariada com uso de ferramentas vindas
da matematica, estatistica e informética (FERREIRA et al., 1999).

Anélise multivariada de dados se refere a um conjunto de técnicas estatisticas que
permitem a analise simultanea de multiplas variaveis, desse modo, qualquer técnica que
tenha como objetivo analisar duas ou mais variaveis pode ser considerada, a principio,
como multivariada, no entanto, para que a analise seja considerada realmente como
multivariada, todas as variaveis devem ser aleatdrias e inter-relacionadas entre si, dessa
forma, seus efeitos ndo podem ser interpretados separadamente (HAIR JUNIOR et al.,
2009).

A escolha dos métodos multivariados se da a partir dos objetivos a serem
alcancados durante pesquisa. Sabe-se que a analise multivariada gera hipdteses e nédo

criam confirmagdes sobre o conjunto de dados, pois € uma analise exploratoria de dados.
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Entretanto, algumas vezes pode ser utilizada para confirmacdo dos eventos (HAIR
JUNIOR et al., 2009).

Segundo Ferreira, 1996, os objetivos gerais, para os quais a analise multivariada
conduz sdo:

e Reducdo de dados ou simplificacdo estrutural: o fendbmeno sob estudo é
representado da maneira mais simples possivel, sem sacrificar informacdes
valiosas e tornando as interpretacdes mais simples;

e Ordenacgdo e agrupamento: agrupamento de objetos (tratamentos) ou variaveis
similares, baseados em dados amostrais ou experimentais;

¢ Investigacdo da dependéncia entre variaveis: estudos das relacdes estruturais entre
variaveis muitas vezes é de interesse do pesquisador;

e Predicdo: relacGes entre variaveis devem ser determinadas para o proposito de
predigdo de uma ou mais varidvel com base na observagéo de outras variaveis;

e Construcao e teste de hipdteses.

Segundo Regazzi (2000), as técnicas de analise multivariada foram desenvolvidas
para resolver problemas especificos, principalmente de Biologia e Psicologia, porém,
podem ser também utilizadas para resolver outros tipos de problemas em diversas areas

do conhecimento.

1.7.1 Analise de Componentes Principais

A ACP ¢é uma técnica ou uma formulacdo matematica utilizada na reducédo da
dimensdo de dados com menor perda possivel da informagdo (JOLLIFFE,1986). A
analise de componentes principais visa explicar a estrutura de covariancia por meio de
poucas combinacBes lineares das varidveis originais do estudo, sendo que,
essencialmente, o numero de componentes principais € igual ao nimero de varidveis
estudadas. Os componentes principais sdo gerados em ordem decrescente de variancia,
assim, o componente principal 1 possui maior informacéo estatistica que o componente
principal 2 e assim sucessivamente. Esta técnica tem como principais objetivos reduzir o
namero de variaveis e facilitar a interpretacdo das anélises realizadas (FERREIRA, 1996;
NETO & MOITA, 1998; HAIR JUNIOR et al., 2009).

Cada componente principal apresenta propriedades importantes, tais como: séo
independentes entre si, representam em ordem decrescente 0 maximo de informacéo, em

termos da variagdo total contida nos dados e sdo formados por meio uma combinagédo
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linear de todas as variaveis originais (NETO & MOITA, 1998; VARELA, 2008). O
sistema de coordenadas que da origem aos componentes principais baseia-se na
combinacéo entre autovetores e autovalores conforme a Equacdo 3 (MINGOTI, 2007).

CPi = ailZ1 + ai2Z2 + ai3Z3+...+ai,nZn Equacéo 3

Em que: CP é a componente principal; a corresponte aos autovetores, que sdo fatores de
ponderagdo que define a contribuigdo de cada varidvel para uma CP numa combinagéo
aditiva e linear e Z, os autovalores, que representam a variancia de cada CP.

A ACP é uma técnica ndo supervisionada, portanto, ndo pode ser usada para prever
0 comportamento de uma nova amostra. Ao inserir uma nova amostra no conjunto de
dados, e necessario que um novo modelo seja construido (MASSARD et al.,1998). Este
conjunto de dados é composto por n amostras e p variaveis inerentes a cada elemento
amostral (HOTELLING, 1933).

Em vista disso, a ACP é uma técnica estatistica empregada para identificar um
pequeno numero de aspetos que podem ser Uteis na identificacdo de uma possivel relagdo
entre um conjunto de muitas variaveis correlacionadas entre si. Também estimando a

maior correlacdo existente entre as variaveis (MAROCO, 2007).

O objetivo desta técnica é explicar a variancia e covariancia dos vetores, composto
por variaveis, por meio do calculo das CP’s (MINGOTI, 2007). Desta forma, a tarefa do
pesquisador que trabalha com estatistica multivariada € interpretar a distribuicdo dos
pontos no grafico de componentes principais e identificar as variaveis originais com
maior peso na combinacao linear das componentes principais mais importantes (NETO
& MOITA, 1998).

1.7.2 Analise Discriminante

A Anélise Discriminante (AD) é um método utilizado para identificar as variaveis
que discriminam 0s grupos e, assim, quando ha uma nova observagéo é capaz de prever
e distinguir qual o grupo mais adequado a que ela devera pertencer, de acordo com suas
caracteristicas. Para que o objetivo desta técnica seja alcancado, a AD gera funcdes
discriminantes ou combinagdes lineares que aumentam a distingdo dos grupos relatados
pelas variaveis dependentes (FAVERO et al., 2009). Essa técnica ¢ utilizada para separar

amostras em grupos distintos, de acordo com caracteristicas ja conhecidas (REIS, 2001).
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A AD é uma ferramenta utilizada para indicar as variaveis que discriminam naturalmente
dois ou mais grupos. A andlise discriminante dispde de alguns objetivos como, identificar
as varidveis que melhor se diferenciam entre dois ou mais grupos, utilizar as variaveis
para criar uma funcdo discriminante que represente de forma ponderada as
dissimilaridades entre os grupos e aplicar a funcdo discriminante para classificar novas
amostras nos grupos (MAROCO, 2007; MINGOT]I, 2007).

Essa anélise se torna eficiente quando ocorre baixa taxa de erro, ou seja, resulta
em alta taxa de classificacio das amostras (HAIR JUNIOR et al., 2009). Segundo Johnson
& Wichern (1999), para que haja menores erros, a regra de classificacdo deve levar em
consideracdo as probabilidades e os custos de méa classificagdo, além de observar as
variancias das populacGes se sdo iguais ou ndo. Pois, quando se assume que as variancias
das populacdes sdo iguais, as funcdes discriminantes sdo consideradas lineares e quando
diferentes sdo consideradas quadraticas.

Os coeficientes das funcdes discriminantes séo indicadores da importancia ou da
contribuicdo que as variaveis originais exercem para cada funcéo discriminante. Ao obter
a funcdo discriminante ela € utilizada para dividir regides de alocacdo, separando o

conjunto de dados de acordo com a similaridade das amostras (REGAZZI, 2000).

Na utilizacdo da AD, quando hd um grupo de observacfes cujos componentes ja
sdo distinguidos eles sdo utilizados para estimar os pesos da funcdo discriminante de
acordo com alguns critérios, com a minimizacéo dos erros de classificacdo (SUEYOSHI
& GOTO, 2009). A Analise discriminante determina uma equacdo de regressdo linear,
que € utilizada para prognosticar o grupo que a amostra em estudo pertence (MINGOTI,

2007; SOUZA et al., 2009). A equacdo é apresentada da seguinte forma:

D =a+vl1X1+ v2X2 + v3X3+...4+ viXi Equacéo 4
Em que:

D é a funcéo discriminante;

v € 0 coeficiente discriminante ou o peso atribuido a cada variavel,

X é 0 escore das variaveis estudadas;

a é uma constante;

i € 0 numero de variaveis preditoras.
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1.8 Redes Neurais Artificiais (RNA)

A Rede Neural Artificial (RNA) pode ser compreendida como um grupo de
neurdnios artificiais interconectados entre si formando véarios subgrupos de camadas
(entrada, intermediarias e saida) em sua estrutura que sdo conectadas uma com as outras.
RNA é capaz de acumular os conhecimentos adquiridos na aprendizagem (experiéncia) e
disponibilizar esses conhecimentos para posterior utilizacdo (HAYKIN, 1999).

O desenvolvimento da RNA teve como principio o desejo de obter um sistema
que executasse atividades inteligentes semelhantes as exercidas pelo cérebro humano.
Uma importante vantagem das redes neurais € a sua capacidade de estabelecer as relacfes
existentes dentro de um conjunto de dados experimentais, tendo eles tanto o
comportamento linear como o ndo linear (RAI et al., 2005).

Perceptron Multi-Camadas (MLP) é uma das arquiteturas mais utilizadas nas
redes neurais artificiais. A topologia desse tipo de RNA consiste em uma camada de
entrada, uma ou mais camadas ocultas/intermediarias e uma camada de saida. Uma ou
duas camadas intermedirias s&o bem sugeridas na maioria dos estudos (VILLIERS et al.,
1993). De acordo com Hornik e colaboradores (1989) isso ocorre devido ao fato de que
os resultados podem ser 0s mesmos ao aumentar o nimero de neurdnios na camada
escondida ou aumentar o nimero de camadas escondidas.

A Figura 5 mostra um exemplo de uma rede de com duas camadas intermediarias
ou escondidas, tipicamente utilizada na resolucdo de varios problemas complexos. E
nessas camadas que ocorre a extracdo de informacdes dos dados, estabelecendo as

relacOes existentes entre os dados de entrada e os dados de saida.

CAMADA INTERMEDIARIA
ESCONDIDA

Figura 11. Rede com dois neurdnios na camada de entrada, quatro neurdnios em cada
camada intermediaria e um neur6nio na saida.
Fonte: GARCIA, 2004.
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As RNA’s tém sido aplicadas com sucesso em varias areas de pesquisa quimica,
matematica, engenharia, medicina e psicologia devido a uma boa adaptacdo em diversos
campos de pesquisa e aos bons resultados apresentados (RAMADHAS et al. 2006).

O algoritmo Backpropagation, também conhecido como retropropagador do erro,
é um algoritmo de aprendizado supervisionado que utiliza a técnica de gradiente
descendente para atingir o seu objetivo que é minimizar a fungdo de erro entre a saida real
e a desejada. E muito utilizado na topologia de redes neurais feedforward com algoritmo
de aprendizagem, pois é capaz de resolver muitos problemas de reconhecimento de
padrdes (BRAGA et al., 2007).

Segundo Haykin (2001) durante a fase de treinamento do algoritmo
Backpropagation duas etapas séo estimuladas para cada padrdo de entrada apresentado,
sendo que uma consiste no processamento para a frente e a outra no processamento para
trés. Na primeira etapa ocorre um fluxo das unidades de entrada em direcéo as de saida e
0S pesos sinapticos permanecem sem alteracdo. Posteriormente, a funcdo de ativagdo €
aplicada e assim 0s neur6nios de saida sdo produzidos. Apds a producdo dos neurdnios
da camada de saida, o algoritmo Backpropagation inicia a etapa de treinamento para o
padrdo indicado. Duas condi¢Bes sdo utilizadas como critério de parada da etapa de
treinamento: nimero maximo de iteracdo estipulada pelo pesquisador e convergéncia da
rede. Essa convergéncia se da a partir do momento em que o somatério dos erros da
camada de saida atinge um valor de erro aceitavel para o problema em questio (DURAES,
2009).

O treinamento de redes MLP utilizando o algoritmo Backpropagation possui uma
sensibilidade relacionada a critérios de superficie de erro, e assim surgem dificuldades na
convergéncia em regides de baixo gradiente e de minimos. Ao considerar os efeitos de
segunda ordem no gradiente descendente, pode-se minimizar essa dificuldade. Outras
possibilidades para ajudar no aceleramento do algoritmo bem como reduzir os efeitos dos
minimos locais é utilizar taxas de aprendizado decrescente, usar um termo de momento
durante desempenho da rede e adicionar ruido aos dados. (BRAGA et al., 2007).

O algoritmo Resilient Backpropagation foi criado com a finalidade de evitar e/ou
corrigir os problemas encontrados no Backpropagation, ele possui uma taxa de
aprendizagem dindmica que ¢ atualizada a cada conexdo estabelecida entre os neurénios

e assim diminui o erro de forma individual para cada neurdnio (OLIVEIRA et al, 2015)
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11 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e Avaliar e validar a utilizacdo do FTIR na deteccdo e quantificacdo de

Ivermectina em leite.

2.2 Objetivos especificos

e Obter o espectro referéncia para o leite in natura sem adulteracdo por meio da
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR);

e Obter o espectro referéncia para da Ivermectina por meio da espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR);

e Criar e validar metodologia de utilizacdo do FTIR associada a técnicas de analise
multivariada e Redes Neurais Artificiais para a classificacdo de amostras em

grupos que identifiguem a presenca ou auséncia de lvermectina no leite.
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I11 CAPITULO 1 - USO DA ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO POR
TRANSFORMADA DE FOURIER COM REFLECTANCIA TOTAL ATENUADA
(FTIR-ATR) ASSOCIADO A QUIMIOMETRIA COMO TESTE DE TRIAGEM
PARA IVERMECTINA EM LEITE.

RESUMO

As lvermectinas (IVM) séo usadas rotineiramente na producdo animal para tratamento de
um amplo espectro de doencas parasiticas. O seu uso em vacas leiteiras pode deixar
residuos no leite, cujos niveis ndo devem ultrapassar, segundo o Codex Alimentarius, 10
pg/L. A principal técnica empregada na deteccdo da IVM em leite é a HPLC-FL, no
entanto, esta técnica é laboriosa e exige 0 uso de reagentes quimicos e equipamentos
caros, o que dificulta o monitoramento de maior nimero de amostras. O objetivo do
presente estudo foi utilizar a espectrofotometria no infravermelho médio com
transformada de Fourier (FTIR-ATR) associada a técnicas multivariadas, a fim de superar
as desvantagens ora apresentadas. Foram coletadas amostras de leite de 10 vacas sadias
ndo tratadas com IVM durante trés periodos. Estas amostras foram fracionadas e
adicionado padréo de IVM, obtendo-se as seguintes concentraces: 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12,
14, 16, 18 e 20 pg/L de leite. Na regido espectral entre 4000 a 600 cm™, foram observados
no FTIR-ATR, 16 e 29 picos cujas absorbancias méaximas foram correspondentes as
vibrac6es das ligacdes dos respectivos grupos funcionais presentes no leite e no padrédo
de IVM, respectivamente. As absorbancias dos 45 picos foram inicialmente submetidas
a Analise de Componentes Principais (ACP), que indicou reducdo de dimensionalidade
de 45 para 16 variaveis de importancia para o estudo. Observamos clara distin¢do na
dispersdo grafica do CP1 e CP2A entre as amostras de leite puro, leite adicionado de IVM
e padrdo de IVM. Utilizando as 16 varidveis selecionadas na ACP realizou-se a
classificacdo das amostras em leite adicionado de IVM e leite puro, utilizando-se a
Analise Discriminante e as Redes Neurais Artificiais (RNA). Ambas as técnicas foram
capazes de classificar corretamente 100% das amostras, mesmo quando estdo presentes
pequenas concentracdes de IVM como 2 ug /L. A RNA quando utilizada para predizer a
concentracdo de IVM em leite ndo foi eficiente comprovado pelos valores de RMSE
elevados e correlagdo nédo significativa entre os valores preditos pela rede e os
experimentais. Assim, FTIR-ATR associado a técnicas multivariadas pode ser usado
como teste de triagem de IVM em leite.

Palavras-chave: Triagem, Ivermectina, Leite, Espectroscopia
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ABSTRACT

Ivermectin’s (IVM) are routinely used in animal production and its use in lactating
animals may leave residues in milk. Liquid chromatography is the main technique
employed in the detection of IVM in milk; however, this technique is laborious and
requires chemical reagents, which makes it difficult to monitor a greater number of
samples. The goal of this study was evaluated the Fourier transform infrared with
attenuated total reflectance (FTIR-ATR) associated with multivariate techniques as a
screening test for IVM in milk. Milk samples from 10 healthy cows not treated with IVM
were collected during three periods. These samples were fractionated and 1VM standard
added (0, 2, 4,6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 and 20 ug/L of milk). In the spectral region between
4000 and 600 cm 1, 16 and 29 peaks were observed, whose maximum absorbance’s
corresponded to the vibrations of the respective functional groups (milk and VM,
respectively). The absorbance of the 45 peaks was initially subjected to Principal
Component Analysis (PCA), which indicated reduction from 45 to 16 variables of
importance for the study. We observed a clear distinction in the graphic dispersion (PC1
and PC2) between the samples of pure milk, milk added with IVM and standard of VM.
Using the 16 variables selected in the PCA, was carried out Discriminant Analysis and
Artificial Neural Networks (ANN). Both techniques were able to sample classify (100%).
Thus, FTIR-ATR associated with multivariate techniques can be used as a screening test
for IVM in milk.

Key words: Screening, Ivermectin, Milk, Spectroscopy



41

1 INTRODUCAO

As Avermectinas (abamectinas, doramectinas, emamectinas, eprinomectinas,
ivermectinas e selamectinas) sdo anti-helminticos e ectoparasitas semi-sintéticos
pertencentes as Lactonas Macrociclicas usadas em animais e seres humanos,
rotineiramente, e em sua maioria, produzidas a partir da bactéria Streptomyces
avermitillis (WEISHER & BROWN, 2001; VERCRUYSSE & REW, 2002). Neste grupo
as Ivermectinas (IVM) se destacam. A IVM é um composto que contém, no minimo 80%
de 22,23-diidroavermectina Bla e menos de 20 % de 22, 23-diidroavermectina Blb
(YATES et al., 2003; CANGA, et al., 2009; ESCRIBANO et al., 2012).

Na Unido Europeia, assim como Canadd, Estados Unidos e Japdo residuos de IVM
em leite de animais para consumo humano ndo sdo permitidos. Por sua vez, o Codex
Alimentarius indica como limite maximo de residuos no leite (LMR) 10 ng-mL, similar
ao permitido no Brasil, enquanto a Australia permite até 50 ng-mL™* (BRASIL, 1986;
BRASIL, 2003; CERKVENIK-FLAJS et al., 2010; BRASIL, 2012; ESCRIBANO, et al.,
2012).

As técnicas descritas para quantificacdo de 1IVM em leite, e em geral, sdo mais
laboriosas, devido a complexidade da matriz, exigem pessoal treinado e equipamentos
caros e usam muitos reagentes quimicos (DANAHER et al., 2006; CERKVENIK-FLAJS,
et al., 2010; ESCRIBANO et al.,, 2012), o que dificulta o monitoramento. Assim,
buscando-se agilidade neste processo, testes de triagem para LM tem sido buscados em
todo o mundo, contudo, os relatos indicam o uso da cromatografia liquida como teste de
triagem (JEONG et al., 2012; WEI et al., 2015; OZDEMIR & KAHRAMAN, 2016), o
que nao resolve o problema da velocidade de avaliacdo de amostras e do uso de reagentes

quimicos.

A espectrometria de infravermelho tem sido usada em leite para caracterizar
parametros nutricionais (INON et al., 2004; BASSBASI et al., 2014), adulteracdo por
mistura de leite de distintas espécies (RECIO et al., 2004; NICOLAOU et al., 2010) entre
outros usos (CAPUANO et al., 2014), porém, ndo tem sido usada no monitoramento de
IVM.

As técnicas de determinacao/quantificacdo de IVM, em geral cromatograficas, séo
trabalhosas, requerem maior tempo de analise e uso de reagentes quimicos. Olhando para

o futuro, testes de triagem auxiliardo o monitoramento desenvolvido por laboratério de
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controle, atualmente desenvolvido em grande nimero de amostras, assim, estes se
concentrardo em amostras que necessitam confirmacdo (TOLDRA & REIG, 2006).
Assim, 0 uso de espectroscopia associada a quimiometria (técnicas estatisticas e
matematicas usadas para analise de informacgdes quimicas) tem se destacado na avaliacao
de alimentos, por sua facilidade, agilidade e baixo custo (NICOLAOQU et al., 2010). Nesse
sentido, propomos uma nova técnica que sirva como teste de triagem, possibilitando o
aumento do numero de amostras a serem confirmadas, sendo nosso objetivo o
desenvolvimento/validacdo do uso de espectroscopia no infravermelho médio por

transformada de Fourier na detec¢édo de residuos de lvermectina em leite.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Origem das amostras

O leite foi obtido de vacas sadias, com adequado controle sanitario e grau de
sangue zebuino, em rebanho comercial da Fazenda Santo Anténio em Itapetinga — BA e
que ndo receberam tratamento com Ivermectina (IVM). Para a anélise de IVM, foi
utilizado padrdo de IVM Sigma Aldrich.

2.2 Delineamento experimental

Para a realizacdo do experimento, foram coletadas amostras de 500 mL de leite de
10 vacas, no turno matutino, em 3 periodos distintos com intervalos de 1 semana,
totalizando a coleta de 30 parcelas. Apés homogeneizacdo de cada amostra, foram
retiradas aliquotas para diluicbes sucessivas até a obtencdo das concentracdes pré-
definidas.

As amostras de leite cru sem IVM foram adulteradas com o padrdo de IVM nas
concentragdes de: 0 (leite puro), 2, 4, 6, 8, 10 (limite maximo permitido), 12, 14, 16, 18
e 20 pg de IVM/L de leite em cada uma das parcelas, resultando em 30 amostras para
cada tratamento, assim, 300 amostras de leite adulterado, 30 amostras de leite puro, além

de 30 amostras de padrdo de IVM.

2.3 Preparo das amostras

Apos a adicdo de IVM as amostras, estas foram colocadas em eppendorfs
identificados individualmente, cobertos com papel aluminio em toda a sua abertura e
realizados diversos furos no papel para viabilizar a posterior liofilizagcdo e, ap0s
acondicionadas, as amostras foram congeladas a -20 °C + 2 °C por 24 horas. O excedente

do material ndo utilizado nos eppendorfs foi colocado em frascos plasticos, identificado
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individualmente e armazenado sob as mesmas condic¢des de congelamento mencionadas
anteriormente, essa medida foi adotada como forma de garantir a reserva desse material

em caso de dano ou perda das amostras liofilizadas.

Apds o congelamento, as amostras de leite puro e leite adulterado com IVM foram
liofilizadas a -48 °C + 2 °C e 0,100 mBar por 24 horas em liofilizador de bancada, modelo

FreeZone 4,5 L, marca Labconco (Kansas City, USA).

2.4 Anélise espectrofotométrica vibracional

Os espectros das amostras de leite, IVM e do leite com as distintas concentragdes
de IVM foram determinados com o uso da espectroscopia por reflectancia total atenuada
acoplada, na regido do infravermelho médio 4000-600 cm™ por transformada de Fourier
(ATR-FTIR), em equipamento modelo Cary 630, marca Agilent (Santa Clara, USA). Os
dados foram obtidos com uso do software Microlab e o Resolution Pro, marca Agilent
(Santa Clara, USA), para posterior caracterizacdo e comparagdo dessas amostras.

2.5 Caracterizacao e comparacao dos espectros das amostras

Para a caracterizagdo das amostras, os espectros dessas foram analisados de
acordo com as caracteristicas das bandas que constituiam cada um. A partir das
caracteristicas das bandas dos espectros, foram descritas as propriedades as quais estas se
relacionavam e, a partir dessas informacdes, foi realizada a comparacdo dos espectros e,

consequentemente, das amostras (Stuart, 2004).

2.6 Medidas de Disperséo e Padronizacdo da Matriz de Dados

Para a Analise de Componentes Principais e Andlise Discriminante, os dados
originais dos espectros foram padronizados a partir do desvio padrdo e do coeficiente de
variacdo. Essa padronizacdo consistiu na criacdo de nova variavel (Y) de média
equivalente a zero e desvio padrédo igual 1, para a eliminacdo das diferencas entre as

medidas das variaveis a serem estudadas (Equacéo 1).
y = X%
o
Equacdo 5
Em que: Y = Variavel padronizada; X = Variavel original; u = Média, e o = Desvio padrao
2.6.1 Construcao das matrizes de dados utilizadas nas técnicas multivariadas.

Os resultados das analises foram organizados em conjuntos de dados e, desses,

foram construidas as matrizes que avaliariam os efeitos das variaveis (nimeros de onda)
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sobre as amostras. Para a separacdo das amostras foram construidas, inicialmente, 4
matrizes (A1, A2, Az e As) com X nimero de amostras (Leite, IVM ou leite adulterado
com IVM) e Z nimero de varidveis, inicialmente igual a 45 (16 variaveis referentes ao
leite e 29 referentes a VM), que seriam reduzidas a medida em que fosse realizada a

ACP, formando assim, as matrizes X x Z.

Az consistiu em uma matriz 60x45, (30 amostras de leite e 30 amostras de padrdo
de IVM); A consistiu em uma matriz 360x45, as 60 amostras anteriores somadas as 300
amostras de leite adulterado com IVM; Az consistiu em uma matriz 330x45, 30 amostras
de leite puro, leite adulterado com VM com niveis de 2 a 10 pg/L (150 amostras) e leite
adulterado com IVM com niveis de 12 a 20 pg/L (150 amostras); A4 consistiu em uma
matriz 330x45, 30 amostras de leite puro e 300 amostras leite adulterado. Para todas as
matrizes, os valores de Z correspondiam aos 45 nimeros de onda onde ocorrem vibragdes
moleculares no leite ou na IVM. Os grupos de amostras utilizados em cada analise e as

simbologias utilizadas estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Descricdo dos grupos usados nas anélises de componentes principais (ACP),
analise discriminante (AD) e Redes Neurais (RN).
Populacao Simbolo  Ndmero de Inclusdo de Analises
amostras  Ivermectina (pg/L)

Ivermectina I 30 Padrdo de IVM ACP
Leite L 30 0 ACP, AD e RN
Leite A A 150 >2 e <10 pg/L ACP, AD e RN
Leite B B 150 >12 e <20 pg/L ACP, AD e RN
Leite adulterado C 300 >2 e <20 pg/L AD

2.7 Andlise Estatistica
2.7.1 Analise de Componentes Principais

Ap0s o tratamento dos dados e obtencdo das médias padronizadas conforme o
item 2.6, as varidveis Y foram utilizadas para a ordenacdo de um novo sistema de
coordenadas com eixos ortogonais (Equacéo 2).
CP; = a;1Zy +a;Z, + aj3Z3+ -+ a;,Z,
Equacdo 6

Emque:i=1,23, ...,n, sendo:
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CPi: i-ésimo componente principal;
ai1, ai2, aig, ..., ain, elementos do i-ésimo autovetor (a1) normalizado, associado ao i-
ésimo autovalor (Z;) do i-ésimo componente principal (CP;i ).

A partir dessa equacdo, foram obtidos os Componentes Principais (CP’s) em
ordem decrescente de variancia, em que, o CP; explica maior variagdo dos dados quando
comparado a CPi+1 e assim sucessivamente. Essa ordenacgédo possibilitou a redugéo do
namero de variaveis, inicialmente igual a 45. Para a sele¢do dos CP’s, foram utilizados
os critérios de Kaiser, onde foram selecionados os primeiros CP’s que acumulam
percentual de variancia superior a 70% e autovalor maior que 1, conforme descrito em
Jolliffe (1972) e Mardia e colaboradores (1979) que torna passivel de descarte variaveis
de forte correlagdo com CP’s de menor autovalor (variancia). Associados a esses critérios,
foi definido que as varidveis seriam excluidas em funcédo da classificacdo das amostras

pelos CP’s.

2.7.2 Andlise discriminante

Func¢des matematicas foram desenvolvidas para classificar as amostras da matriz
Az (Y x Z), com 330 amostras (Leite, Leite A e Leite B) (YY) e 16 variaveis (Z) e A4
também com 330 amostras, (Leite e Leite adulterado com IVM) e as mesmas variaveis
(2), selecionadas na analise de componentes principais. Os dados foram aleatorizados e
divididos em dois grupos: um de treinamento (80%) e o outro de validacdo (20%) para
cada grupo de amostras para obtencéo da funcédo discriminante linear, sendo que o Gltimo

grupo verificaria a capacidade de generalizagdo da funcéo.

2.8 Redes Neurais Artificiais
2.8.1 Arquitetura e desenvolvimento das RNA’s

Apds coleta, os dados gerados foram normalizados e inseridos no software Java
Simulator Neural Network (Java NNS) — Java Neural Network Simulator 1.1 (Fischer et
al., 2001), o qual é baseado no SNNS - Stuttgart Neural Network Simulator.

A rede escolhida para realizacdo do presente trabalho foi a do Tipo Perceptron de
Multiplas Camadas (MLP) e o algoritmo utilizado foi o Resilient Propagation que possui
uma taxa de aprendizado dindmica facilitando o processo de aprendizagem. As
arquiteturas das redes testadas € apresentada na Tabela 2.

Na primeira e na segunda camada escondida foram testados de 10 a 50 neurdnios
para que pudesse ser feita a escolha da melhor configuracéo. Para o desenvolvimento da

rede foram observados o sistema e a taxa de aprendizagem. Rai e colaboradores (2005)
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mostram que a taxa de aprendizagem auxilia na variacdo de pesos de conexdo durante a
constituicdo da rede, a faixa especifica para essa taxa varia entre 0,05 e 0,75. A taxa de

aprendizado utilizada neste trabalho foi de 0,2.

Tabela 2. Arquiteturas das redes neurais utilizadas

Rede Usada Rede Neural De Retropropagacao
Classificacao Predicdo

Aprendizagem Supervisionado Supervisionado

Funcdo de Ativacao Logistica Tangente

Hiperbdlica

N° variaveis de entrada 16 16

N° de camadas intermediarias la3 la2

N° de neurdnios nas camadas intermediarias 10 a 100 10a50

N° variaveis de saida 1 3

Sistema de Aprendizagem Resilient Resilient
Propagation Propagation

Taxa de aprendizagem 0,2 0,2

Ciclos 100 a 300 100 a 300

2.8.2 Treinamento e Validagéo
2.8.2.1 Predicéo

O conjunto total de dados (330 amostras) foi dividido em dois conjuntos,
aprendizagem e validacdo. Essa separacédo foi realizada empregando o modo aleatério e
critério de minimo e maximo. O primeiro conjunto com 80% dos dados (264 dados) foi
utilizado para o treinamento da rede e o segundo conjunto com 20% dos dados (66 dados),
foi utilizado para validag&o. Para a construgéo da rede, foram utilizados os escores das 16
variaveis selecionadas na ACP e utilizada na AD.

Os dados de entrada e de saida foram normalizados automaticamente pelo
software usado (Equacédo 3) (NEURALWARE, 2000).
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. Xi—xmin
Xi,norm = ———
Xmax—xmin

Equacdo 7

Em que Xinorm representa os dados normalizados; xi, 0s dados experimentais;
Xmin, 0 Valor minimo dos dados; Xmax, 0 valor maximo dos dados .

Os desempenhos das diferentes formac6es da RNA foram comparados de acordo
com o coeficiente de correlacdo (R) entre dados de saida experimentais e preditos e raiz
do erro quadrado médio (RMSE) (Equacdo 4). A correlacdo de aprendizagem e
verificagdo de iteragdes dos RNA’s criados foram calculados a partir de dados

normalizados.

13 2
RMSE = H;(xd -X%,)
Equacéo 8

Em que n é o numero de pontos de dados, e X4 € Xp S80 0s valores experimentais e
previstos dos niveis de contaminacéo das amostras testadas na rede: Leite, Leite A e Leite

B, respectivamente.

2.8.2.2 Classificacao

A rede neural artificial também foi utilizada para classificar os dados (Leite puro,
Leite A e Leite B) que também foram separados em dois grupos (treinamento e
validacdo). A entrada da rede foi constituida pelos dados originados no espectrofotémetro
(FTIR), e a saida foi representada por um vetor multidimensional formado por uma matriz
identidade, em que a dimens&o corresponde a quantidade de grupos que compdem 0s

dados utilizados, conforme a classificacdo a seguir:
(1,0,0) = Leite A
(0,1,0) = Leite B
(0,0,1) = Leite puro

Os conjuntos de dados, treinamento e validacdo, foram montados neste formato
numérico, de modo que, cada amostra ao ser classificada corretamente teria 0 nimero 1

atribuido a ela e ao ser classificada erroneamente o nimero O.
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As redes foram testadas de forma a obter a que melhor se desempenhasse em
relacdo ao menor RMSE (raiz do erro quadratico médio) obtido por meio da equacédo 4 e

consequentemente a melhor taxa de classificagéo.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizagdo e comparacao das amostras de Ivermectina (IVM) e Leite

O espectro da lvermectina (Figura 1) apresentou grande nimero de bandas
estreitas, isto se deve ao tamanho da estrutura da Ivermectina (minimo de 80%
Ivermectina Bla — CsgH74014 € maximo de 20% Ivermectina Blb — C47H72014) que
apresenta diversas funcdes organicas, destacando-se grupos hidroxilas, metoxilas, anel
tetrahidrofurano, anel tetrahidropirano, éteres, ésteres e alcoois, com ligacGes quimicas
que apresentam vibragdes moleculares em diferentes faixas do espectro.

A formacdo de bandas estreitas e pontiagudas demonstrou que 0s modos
vibracionais da IVM sao bem definidos (STUART, 2004) e a predominancia de bandas
de pouca expressdo nas faixas de 3150 a 3050, 1600 a 1475 cm™ e 900 a 690 cm™
evidencia a auséncia de compostos aromaticos na estrutura da IVM (PAVIA,2010).

Intensidade Relativa
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Figura 12. Espectro no Infravermelho da Ivermectina.
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A analise das amostras de leite por FTIR, na regido do infravermelho médio (4000
— 600 cm™) originou espectros com bandas caracteristicas de gordura, proteina e lactose
em diferentes faixas, observadas em 16 nimeros de onda (Figura 2).
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Figura 13. Espectro no Infravermelho do leite puro.

As bandas que caracterizam a gordura, ocorreram em funcéo das vibracdes das
moléculas de &cidos graxos presentes em suas estruturas e apresentaram picos de absorcao
em 2919 e 2851 cm™ (estiramento C=0), em 1742 cm™ (estiramento C=0) e em 1458 e
1376 cm! (estiramento C-H) (HEUER, 2001; AERNOUTS, 2011; GRELET, 2015).

As vibracdes caracteristicas das estruturas das proteinas resultaram em bandas
com picos de absor¢do em: 3278 cm™ (Amida secundaria - estiramento N-H), porém,
nessa regido espectral também ocorre vibracdo de estiramento do grupo O-H presente na
agua, com isso, é possivel afirmar que a banda formada nessa regido ocorre em funcéo da
presenca de agua e proteina; em 1647 cm™ (Amida I - estiramento C-O), em 1541 cm™
(Amida II - estiramento C-N e deformagéo angular N-H); em 1241 cm™ (Amida 111 —
estiramento C-N, deformacdo angular N-H, estiramento C=0 e vibracGes de deformacéo
angular em O=C=N), em 768 cm™ (Amida IV — estiramento O-C-N) e em 700cm™
(Amida V — deformacéo angular fora do plano N-H), (KONG &YU, 2007; AERNOUTS
etal., 2011).
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A lactose originou bandas nas regifes espectrais caracteristicas das vibracoes das
moléculas de grupos carboxilicos presentes nas suas estruturas, com picos de absor¢édo
em 1148 cm™ (estiramento C-O-C) e em 1023 cm! (estiramento C-O-C) (HEUER et al.,
2001; GRELET et al., 2015).

A comparacao dos espectros da Ivermectina e do Leite indica diferenca entre eles,
pois alguns picos sdo distintos (numeros de onda de maxima intensidade de absorcéo),
assim como sua forma. Enquanto o leite apresenta bandas mais arredondadas, a IVM
apresenta bandas mais estreitas, facilmente observado na faixa de 1150 a 750 cm™, onde
se encontram bandas referentes a lactose, na faixa de 1737 a 1481 cm™, onde se encontram
as bandas de gordura, e nas bandas de proteina, entre 2919 a 2851 cm*. Entretanto, apesar
dessas diferencas, ndo foi possivel encontrar uma banda no espectro da 1VM fora das
faixas onde ocorreram bandas no espectro do leite, o que impossibilitou a classificacéo
de amostras de leite adulterado com IVM apenas pela identificacdo de uma banda distinta

no espectro da matriz.

A avaliacdo dos pontos médios de maximas intensidades de absorcdo do
Infravermelho nos espectros da IVM, leite e o leite adulterado (10pg/L e 20ug/L)
demonstrou alteragcdes em algumas regides do leite adulterado em relagdo ao leite puro.
Estas alteragdes foram observadas mais claramente nos seguintes pontos: 1457 cm?,
associado a gordura; 3278 e 1647 cm™, associados a proteina; 1023 cm™, associado a
lactose (Figura 3). Estas observacfes confirmaram que a presenca da IVM no leite
acarretou a ligacdo de componentes da IVM com os do leite, promovendo assim as
alteracdes observadas no espectro e indicam a possibilidade de separacdo de amostras de

leite puro e adulterado com IVM pelo método FTIR.
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Figura 14. Médias dos pontos de méaxima intensidade de absorcdo da Ivermectina, Leite
e o leite adulterado (10pg/L e 20ug/L).

A razdo de crescimento dessa intensidade de absorcéo evidencia que, quando
presente no leite, apesar de ndo alterar o perfil do seu espectro, a IVM confere efeito
aditivo a algumas dessas bandas que, por sua vez, apresentam intensidades de absor¢édo

alteradas.

Devido as pequenas diferencas visuais destacadas anteriormente no leite
adulterado com IVM, as correlacdes dos espectros foram avaliadas com o uso de analises
multivariadas como componentes principais (ACP), analise discriminante e redes neurais

artificiais.

3.2 Andlise Estatistica Multivariada
3.2.1 Analise de Componentes Principais

O primeiro teste realizado de ACP avaliou as amostras de IVM e Leite. Como
esperado, a ACP separou claramente essas amostras em 2 grupos (Figura 4a),
confirmando a avaliacdo do espectro no infravermelho médio por transformada de
Fourier, ja destacada anteriormente. Nesta analise, a CP1 explicou a quase totalidade da
variacdo dos dados (99,3%), enquanto CP2 explicou apenas 0,45%. As amostras de leite
apresentaram correlacdo positiva com CP1, enquanto as amostras de IVM apresentaram

correlagdo negativa, demonstrando assim a capacidade do CP1 separar o leite puro do
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padrdo de IVM. Para esta classificacdo, apos a reducdo das variaveis, verificou-se que
apenas 5 delas foram suficientes: 3278, 1647, 1541, e 1241 cm™ (proteinas) e 1458 cm™
(gordura), todas apresentaram correlagdo superior a 98% com o CP1, sendo indicados
para explicar a separacdo da IVM do leite. Estas variaveis representam bandas
caracteristicas do leite, ja que a Ivermectina ndo possui estas biomoléculas, o que indica
a diferenca entre elas. A lactose, apesar de ndo estar presente na IVM, ndo esté entre as
substancias que diferenciam, dessa forma, o leite da IVM, pois nas faixas onde ocorrem
bandas da lactose, também ocorrem bandas expressivas do espectro da IVM em funcao

do estiramento C-O-C.

A ACP que avaliou as amostras de 1VM, Leite e leite adulterado de 2 a 10 pg/L
(A) leite adulterado de 12 a 20 pg/L (B) indicou a separacédo entre os tratamentos em 3
grupos: IVM, leite e leite adulterado. A andlise ndo foi capaz de separar as amostras de
leite adulterado por niveis de IVM (Figura 4b).

Esta andlise indicou a reducdo de 45 para 23 variaveis que apresentaram alta
correlagdo com CP1 que explica 76,1% da variacdo dos dados e, algumas com CP2, que
explica 9,4% da variagdo, deixando clara a importancia do CP1. Essas variaveis, que
foram suficientes para a separacdo das amostras de IVM, Leite e leite adulterado, se
referem a bandas caracteristicas do leite: 3278 e 1458 cm™ (gordura), 1647, 1541 e 1241
cm™ (proteina); e variaveis relacionadas ao espectro da IVM: 3450, 2963, 2934, 2887,
1730, 1676, 1457, 1380, 1340, 1313, 1065, 1047, 970, 900, 832, 786, 761 e 726 cm™.

Na avaliacdo das amostras de Leite, Leite A e Leite B, a variacdo explicada pelo
CP1 foi de 81,64% e pelo CP2, 6,95%, totalizando 88,6% (Figura 4c), houve reducdo até
16 varidveis que apresentaram alta correlacdo com CP1, todas associadas a faixas
espectrais caracteristicas de formacédo de bandas da Ivermectina: 3450, 2963, 2934, 2887,
1676, 1457, 1380, 1340, 1313, 1065, 1047, 900, 832, 786, 761 e 726 cm™. Estas variaveis

indicam os efeitos da Ivermectina sobre o leite.
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Figura 15. Escores das amostras de VM, Leite, Leite adulterado (2 a 10 pg/L) - A e Leite
adulterado (12 a 20 pg/L) - B em relagdo a CP1 e CP2, em que: A*-lvsL; B*-1vsL
vsAvsB; C*-Lvs AvsB.

3.2.2 Andlise discriminante

A analise discriminante das amostras permitiu determinar trés funcdes lineares
(Equacbes 5, 6 e 7) das variaveis que minimizaram a dispersdo nos grupos avaliados e
elevaram a razao existente entre eles, possibilitando a definicdo dos grupos de leite, leite
A e Leite B. Nestas funcgdes, foram atribuidos pesos (coeficientes discriminantes) a cada
variavel, assim, estes pesos foram multiplicadores para os resultados intensidade de
absorcéo obtidos nas analises em cada variavel (nimeros de onda).

Os resultados da analise discriminante permitiram a previsao do grupo em que as
amostras se encaixaram, especificamente no grupo adulterado. As fungdes discriminantes
evidenciaram a relacdo dessas varidveis a presenca de IVM no leite, uma vez que, 0
aumento dos valores escores dessas variaveis ocorre a medida que se verifica a presenca
de IVM no leite.
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Leite = —15,30147 — 0,86161 * Y3450 — 11,00694 * Y2963 + 4,87254 * Y2934 +
11,00828 * Y2887 + 0,69160 * Y1676 — 4,03767 * Y1457 + 2178238 *
Y1380-33,69269 * Y1340 + 28,16606 * Y1313 + 24,01355 * Y1065 — 20,89078 *
Y1047 + 9,09333 * Y900-2,48619 * Y832 + 36,97411 * Y786 — 53,93883 *

Y761 + 45,82136 x Y736 Equacédo 9

Leite A = —15.33151 — 2,06059 * Y3450 — 10,69601 * Y2963 + 3,80826 *

Y2934 4+ 12,62285 x Y2887 + 0,74960 * Y1676 — 1,42954 * Y1457 + 25,74307 *
Y1380-39,05799 x Y1340 4 25,95683 * Y1313 4+ 30,99277 * Y1065 — 23,94909 *
Y1047 4+ 7,21802 * Y900-0,16348 * Y832 + 41,35095 * Y786 — 48,43452 *

Y761 + 31,8434 x Y73 Equacéo 10

Leite B = —383.71473 + 4,20025 * Y3450 + 52,54298 x Y2963 — 22,52935 *
Y2934 — 50,03985 * Y2887 — 1,35053 Y1676 + 10,40666 * Y1457 —

115,77251 * Y1380 + 168,49672 x Y1340 — 127,55194 * Y1313 — 160,11690 *
Y1065 + 125,46721 » Y1047 — 40,52560 * Y900 + 6,87775 * Y832 — 196,02447 *
Y786 + 242,87243 x Y761 — 168,64826 * Y736 Equacéo 11

A capacidade de treinamento apresentou taxa de classificacdo de 52,5% para o
Leite A, 64,1% para o Leite B e 100% para o Leite (L). Por sua vez, no procedimento de
validacao, utilizado para avaliar a capacidade de generalizacdo do método, a capacidade
de previsédo para as amostras foi de 46,67%, 70% e 100%, para o Leite A, Leite B e Leite,

respectivamente.

Os resultados obtidos demonstram que 100% das amostras de leite foram
classificadas corretamente. No entanto, as amostras adulteradas apresentaram resultados
diferentes. As amostras de leite A apresentaram reducdo no percentual de amostras
classificadas corretamente na validagdo quando comparada ao treinamento, enquanto as
amostras do leite B tiveram melhor classificacdo na validacdo quando comparada ao
treinamento. Destacamos que nenhuma das amostras adulteradas, nos grupos A e B, se

comportou como sendo leite.

A taxa de classificacdo apresentada demonstrou que a técnica foi capaz de separar

leite e leite adulterado com IVM, no entanto, a técnica foi ineficiente para separar as
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categorias de leite adulterado, uma vez que amostras de leite contaminado com
concentragdes entre 2-10 pg/L foram classificadas como sendo entre 12- 20 pg/L e vice-
versa.

Uma vez que a analise discriminante ndo apresentou eficiéncia para separacdo de
leite adulterado por niveis de IVM, procedeu-se nova analise utilizando-se 0s mesmos
dados e procedimentos anteriores, porém, nesta nova analise foram considerados apenas
2 grupos: leite e leite adulterado com IVM 2-20ug/L (matriz As), objetivando otimizar a
capacidade discriminatoria das funcdes. Assim, foram obtidas 2 novas funcdes

discriminantes (Equacdes 8 e 9).

Leite = —385,178 + 4,15016 * Y3450 + 52,76146 * Y2963- 22,6744 *
Y2934-50,1425 » Y2887 — 1,35251 x Y1676 + 10,59049 x Y1457-115,997 *
Y1457 + 168,8462 * Y1340 — 128,163 * Y1313 — 160,345 x Y1065 + 125,7791 *
Y1047-40,7844 x Y900 + 7,03231 * Y832 — 196,534 * Y786 + 244,1068 *

Y761 — 170,066 * Y736 Equacéo 12

Leite Adulterado (A + B) = —15,3545 — 1,45869 * Y3450 — 10,8951 * Y2963 +
4,36414 * Y2934 + 11,85005 * Y2887 + 0,72297 Y1676 — 2,7615 = Y1457 +
23,82731 * Y1457-36,4789 * Y1340 + 27,17989 * Y1313 4+ 27,56192 * Y1065 —
22,4854 x Y1047 + 8,19945 * Y900 — 1,34543 * Y832 + 39,28334 * Y786 —
51,4196 * Y761 + 39,07456 * Y736 Equacédo 13

Nesta nova etapa, verificou-se que, quando comparada a andlise anterior, ocorreu
0 aumento da taxa de classificacdo, sendo de 100% tanto para leite quanto leite adulterado
nas fases de treinamento e validacdo. Estes resultados indicaram que a andlise
discriminante foi precisa ao separar amostras de leite das amostras de leite adulteradas,
confirmando os resultados obtidos na analise de componentes principais, 0 que robustece
a possibilidade do uso da espectrometria por infravermelho médio com transformada de

Fourier como teste de triagem para a detec¢do da contaminacgéo do leite por IVM.

3.3 Redes neurais artificiais
3.3.1 Predicao

Entre as redes neurais testadas (com uma ou duas camadas intermediarias),
utilizando-se as 16 variaveis selecionadas na ACP, a rede que apresentou menor erro foi
constituida por 16 neurdnios na camada de entrada, 1 camada intermediaria com 50

neurdnios e 1 neurénio na camada de saida. Os dados de entrada foram as variaveis que
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classificam as amostras de acordo com a quantidade de 1VM, os neurdnios da camada
intermediéria foram utilizados para extrair informac@es que relacionavam a entrada com
a saida e o neurénio de saida corresponde ao nivel de contaminacéo do leite por IVM.
Concordando com ACP e com a AD, a rede somente foi capaz de identificar a adulteracéo,
porém, ndo foi capaz de quantificar a IVM presente nas amostras de leite.

Para a predicdo das amostras, o comportamento do erro, no decorrer do
treinamento, diminuiu, enquanto permaneceu constante para validagdo. Ndo houve uma
concentragéo dos pontos de dados em torno da linha de tendéncia linear e o valor de R? =
0,266 mostrou-se baixo (Figura 5), sendo assim a RNA desenvolvida ndo teve capacidade

de predicédo da quantidade de VM nas amostras.
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Figura 16. Coeficiente de determinacdo dos dados experimentais e preditos (dados
normalizados 0-1) das amostras de leite puro e adulterado para a rede utilizando a funcao
Tangente Hiperbdlica.

3.3.2 Classificacao

A classificacdo é uma das opcdes que pode ser desenvolvida utilizando-se a RNA
para classificar amostras com caracteristicas pertinentes a um determinado grupo. Diante
disto, algumas arquiteturas de redes foram testadas com o intuito de encontrar uma rede
com menor RMSE possivel.

Para a classificacdo, foram testadas redes neurais com uma, duas ou trés camadas
intermediarias com a mesma finalidade da predi¢do em escolher a rede que obtivesse um
menor RMSE. Os resultados mostraram que a configuracdo da RNA composta de trés
camadas intermediarias com quarenta e cinco neurénios em cada, apresentou a melhor

estrutura para a classificacdo de amostras tanto puras quanto adulteradas com IVM (Leite,
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Leite A e Leite B). Apesar de ter encontrado um RMSE com valor baixo (0,4584) a taxa
de classificacdo ndo foi satisfatdria para os grupos de leite A e B, pois houve somente
46,67% de classificacdo correta, para cada um desses grupos, ao passo que as amostras
sem adulteracdo obtiveram 100% de classificacdo correta.

Com o aumento dos ciclos, a curva de treinamento diminuiu e a de validacao
apresentou baixa variacdo, porém apresentou tendéncia de aumento, o que pode ter
ocorrido em funcdo da rede neural estar decorando os dados e suas caracteristicas a

medida que os dados sao treinados pela rede (Figura 6).
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Figura 17. Valores de RMSE e ciclos da rede com trés camadas intermediarias contendo
45 neurdnios cada utilizando a fungdo Tangente Hiperbdlica.

O RMSE encontrado RMSE foi de 0,4584 e a taxa de classificagdo ndo foi
satisfatoria para os grupos de Leite A e B, pois houve somente 46,67% de acertos tanto
para leite A quanto para leite B. Apenas as amostras sem adulteracdo obtiveram 100% de

acertos na classificacéo.

4 CONCLUSAO

Por meio da espectroscopia do infravermelho por transformada de Fourier, é
possivel obter espectros de referéncia de leite e IVM que tem modos vibracionais
distintos, apesar disto, a técnica ndo é capaz de demonstrar a presenca de VM no leite
por meio da avaliagdo visual dos espectros. No entanto, quanto associada a técnicas
quimiométricas (Analise de Componentes Principais, Analise Discriminante e Redes
Neurais Artificiais) pode ser utilizada como teste de triagem na detec¢éo da presenca de
Ivermectina no leite, contudo, a técnica é ineficiente para a quantificacdo deste residuo

até o nivel testado (20ug/L leite).
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