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RESUMO

FREITAS, Alexandre Gomes Marques de. Espectroscopia associada a quimiometria como
ferramenta de avaliacdo da presenca de residuos de Tilosina em leite. Itapetinga, BA: UESB,
2019. p. Dissertacdo. (Mestrado em Engenharia e Ciéncia de Alimentos, Area de Concentracéo

em Ciéncia de Alimentos).”

O uso inadequado de antibidticos em rebanhos leiteiros pode provocar a presenca de residuos
no leite, que causam reacOes adversas a saude dos consumidores e gera resisténcia dos
microrganismos aos antibioticos. Técnicas que aumentam a velocidade analitica tém sido
buscadas, sendo a Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (IVTF) é
promissora. Assim, com o intuito de desenvolver uma metodologia para detec¢do de residuos
de antibidtico em leite, foram realizados dois estudos empregando a espectroscopia no IVTF
associada a quimiometria para desenvolver equacbes de predicdo de Tilosina em leite. No
primeiro experimento, amostras de leite oriundas de rebanhos (n = 13) de vacas livres de
residuos de antibidticos foram coletadas e a estas foram adicionadas quantidades conhecidas do
padrdo de Tilosina, obtendo 11 concentracdes distintas. Estas amostras foram analisadas em
espectrofotbmetro de IVTF e o0s espectros obtidos foram submetidos as andlises
quimiométricas. Para o segundo experimento foram coletadas amostras de leite de rebanhos (n
=61) de vacas livres de antibidticos. Quantidades pré-estabelecidas do padrao de Tilosina foram
acrescentadas a estas amostras, perfazendo um total de 11 concentracdes. Em seguida estas
amostras foram liofilizadas e analisadas em espectrofotdmetro de IVTF e os espectros obtidos
foram submetidos as analises multivariadas. Em ambos os estudos, os métodos de classificacdo
ndo proporcionaram a separacdo das amostras em funcdo da concentracdo de Tilosina. No
primeiro estudo, a Anélise de Regressao por Minimos Quadrados forneceu modelos com altos
valores de correlacdo, capazes de predizer com precisdo a concentracdo de Tilosina em leite
liquido, entretanto, no segundo estudo foram obtidos modelos de calibragcdo com baixos valores
de correlagéo, ineficientes para a predicdo de Tilosina em leite liofilizado.

Palavras chave: leite, Tilosina, IVTF, quimiometria.

* Orientador: Fernandes, Sérgio Augusto de Albuquerque e Co-orientadores: Santos, Leandro Soares e Rezende,
Larissa Cavalcante de.
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ABSTRACT

Inadequate use of antibiotics in dairy herds can lead to the presence of residues in milk, which
cause adverse reactions to the health of consumers and generates resistance of the
microorganisms to the antibiotics. Techniques that increase analytical velocity have been
sought, and Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) is promising. Thus, in order to
develop a methodology for the detection of antibiotic residues in milk, two studies were carried
out using spectroscopy in the FTIR associated to chemometrics to develop equations of
prediction of Tylosin in milk. In the first experiment, milk samples from herds (n = 13) of cows
free from antibiotic residues were collected and to these were added known amounts of the
Tylosin standard, obtaining 11 different concentrations. These samples were analyzed in an
FTIR spectrophotometer and the spectra obtained were submitted to the chemometric analysis.
For the second experiment, milk samples were collected from herds (n = 61) of cows free of
antibiotics. Pre-established amounts of the Tylosin standard were added to these samples,
making a total of 11 concentrations. These samples were then lyophilized and analyzed in an
FTIR spectrophotometer and the spectra obtained were submitted to multivariate analysis. In
both studies, the sorting methods did not provide the separation of the samples as a function of
the Tylosin concentration. In the first study, the Partial Least Squares Analysis provided models
with high correlation values, capable of accurately predicting the concentration of Tylosin in
liquid milk, however, in the second study, low correlation models, inefficient for the prediction
of Tylosin in lyophilized milk.

Key words: milk, Tylosin, FTIR, chemometrics.



| - REFERENCIAL TEORICO

1. INTRODUCAO

O leite é um dos principais produtos de origem agropecudria produzidos no Brasil e
assume importancia econémica, nutricional e social. A presenca de residuos e contaminantes
no leite compromete sua qualidade e representa riscos a salde dos consumidores. Dentre as
substancias que deixam residuos no leite, destacam-se os medicamentos de uso veterinario,

especialmente os antibidticos.

O uso profilético ou terapéutico de antibidticos em vacas lactantes é comum para o
tratamento das mastites, que provocam reducdo na producdo de leite e alteracGes em suas
propriedades fisico-quimicas. Diversos tipos de antibidticos sdo utilizados, como a Tilosina,
por exemplo. O tratamento de animais produtores de leite destinado ao consumo humano com
antibioticos requer atencdo e cuidado, em razdo da possibilidade de contaminacédo do leite por

residuos dos medicamentos.

O uso inadequado de antibidticos em animais lactantes se tornou problema mundial,
causado pela quantidade excessiva de residuos no leite, agravado pela capilaridade da producéo
de leite em todo o mundo. Assim, desde os locais mais populosos até os mais longinquos, tem
sido observada a presenca de residuos de medicamentos de uso veterinario, que ocasiona efeitos
indesejaveis em seres humanos, resisténcia dos microrganismos aos antibioticos existentes e

problemas para a industria de processamento do leite.

A presenga de residuos de medicamentos nos alimentos de origem animal tem sido
monitorada por 6rgdos reguladores nacionais e internacionais. Pesquisadores tém buscado o
aumento da eficiéncia no controle da qualidade de alimentos e neste contexto, o leite
comercializado ndo passa despercebido. Novas técnicas e/ou metodologias tém sido buscadas
e desenvolvidas e, de forma geral, visam elevar a rapidez analitica, o que passa pelo aumento
no numero de amostras de leite avaliadas. Nesse sentido, pesquisadores buscam desenvolver
novas metodologias, mais rapidas e eficientes, que poupem tempo e reagentes, possibilitando o

aumento desejado na eficiéncia do controle de qualidade.

Testes qualitativos e quantitativos podem ser empregados para detectar residuos de
medicamentos antimicrobianos em leite e derivados. Atualmente, a técnica oficial para

quantificacdo de residuos de antibioticos em leite € a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
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(CLAE ou HPLC, High Performance Liquid Chromatography), técnica que envolve custos
elevados, necessita muito tempo de anélise pela sua complexidade, além do uso de reagentes
quimicos e geracdo de residuos causadores de danos ao meio-ambiente e que aumentam a

insalubridade dos laboratérios.

Neste contexto, destaca-se a importancia de utilizar novas técnicas, que possibilitem a
ampliacdo das analises de residuos de antibioticos em leite e que propiciem menores custos e
maior rapidez. Assim, apés estudo de técnicas analiticas em uso atualmente, foi identificada a
espectroscopia no infravermelho meédio com Transformada de Fourier associada a
quimiometria como passivel de uso para a quantificacdo de residuos de antibidticos em leite.
Esta técnica tem se difundido na area de controle de alimentos por sua rapidez, nenhuma ou

pouca manipulacdo de amostras e por ser ndo destrutiva.

Diante do exposto, este trabalho tem por objetivo o desenvolvimento de uma
metodologia para quantificacdo de residuos de antibidtico em leite utilizando a espectroscopia
no infravermelho médio com transformada Fourier associada a ferramentas quimiométricas
(analise de componentes principais e analise discriminante). O antibiotico alvo do estudo
desenvolvido é a tilosina, que €é utilizada para o tratamento de mastites em vacas, entre outras

indicacdes.

Técnicas espectroscopicas no infravermelho e quimiometria tém sido amplamente
empregadas na analise de alimentos, no entanto, poucos estudos relatam o emprego dessas
técnicas combinadas para a identificacdo de residuos de medicamentos. Diante disto, o estudo
proposto tem importancia cientifica, além do ponto de vista social e de satde pablica. Para tal,

dois experimentos foram desenvolvidos e sdo apresentados nos capitulos 1 e 2.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Leite: composicédo natural e alteracGes

O leite, considerado uma das fontes mais completas de nutrientes para os seres humanos,
é um alimento de alto valor nutricional, que apresenta em sua composicao proteinas, vitaminas,
gorduras, carboidratos e sais minerais, sendo a principal fonte de calcio para alimentacdo
humana (LUIZ et al., 2014).

A composicao e qualidade do leite dependem de diversos fatores, tais como espécie,

raca, lactacdo, idade, manejo, alimentacdo e sanidade dos animais, condi¢Bes climaticas e
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periodo do ano, entre outros (MAGALHAES et al., 2006; NORO et al., 2006). O leite pode ter
sua composi¢cdo natural alterada por adulteracdo, mastite e contaminagdo por residuos de
medicamentos veterinarios (KASEMSUMRAN, THANAPASE e KIATSOONTHON, 2007,
LITTERIO et al., 2007; DRACKOVA et al., 2009; DOMINGO et al., 2014; FERNANDES et
al., 2014; BOTELHO et al., 2015; POONIA et al., 2017).

A adulteracdo do leite geralmente é realizada com o uso de &gua, soro de leite, sal,
sacarose, soda caustica, ureia, peroxido de hidrogénio, dentre outros, principalmente com o
objetivo de mascarar qualidade, aumentar o volume e aumentar o lucro econémico
(KASEMSUMRAN, THANAPASE e KIATSOONTHON, 2007; SANTOS, PEREIRA-
FILHO e RODRIGUEZ-SAONA, 2013; DOMINGO et al.,, 2014), no entanto, a mastite
(inflamacéo da glandula mamaria) provoca alterac6es nas propriedades fisico-quimicas no leite,
como a aumento dos teores de sodio e cloro e reducdo de calcio, fosforo, proteina e gordura
(COSTA et al., 2013). Em casos de infeccbes, como a mastite, o uso de antibiéticos em animais
produtores de leite € imprescindivel, contudo, o uso inadequado de antibi6ticos para o controle
de mastites € a principal fonte de residuos de antimicrobianos no leite e seu monitoramento é
essencial (FERNANDES et al., 2014).

2.2. Presenca de residuos de antimicrobianos em leite

Estudos indicam a presenca de residuos de antibiéticos em leite (ANVISA, 2009;
DRACKOVA etal., 2009; LUIZ et al., 2015). A presenca de residuos de antibidticos representa
a principal contaminacdo quimica em leite e produtos lacteos, sendo a principal causa dessa
contaminacdo o uso inadequado dos medicamentos veterinarios (FERNANDES et al., 2014).
A presenga de residuos de antibidticos em leite e derivados pode também ser resultado de
fraude, com o objetivo de inibir o crescimento de microrganismos indesejaveis e mascarar a
qualidade do produto (RUELA et al., 2005).

A persisténcia de antimicrobianos no leite apds o tratamento é influenciado por varios
fatores, como tipo de medicamento, dosagem, via de administracdo, peso corporal e estado de
salde do animal (LITTERIO et al., 2007). Para evitar a presenca de residuos de medicamentos
veterinarios no leite € necessario que sejam adotadas boas praticas veterinarias e,
principalmente, seja respeitado o periodo de caréncia, que € 0 tempo necessario para que o
medicamento eliminado nesse fluido atinja concentracfes seguras. O periodo de caréncia varia
de acordo com o medicamento e é uma informacéo que deve constar na bula do medicamento,

para indicar o tempo que deve ser respeitado entre a Gltima administracdo do medicamento e o
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momento em que é permitido o uso do leite do animal que foi tratado (COSTA et al., 2013,
SPINOSA, GORNIAK, BERNARDI, 2017).

A presenca de residuos de antimicrobianos no leite causa problemas a industria de
laticinios devido a alteracGes nos processos de fabricacdo de derivados lacteos. Pode ocorrer,
por exemplo, a inibigdo de culturas que conferem caracteristicas sensoriais ao produto lacteos
e prejudicar sua qualidade (FONSECA et al., 2009; KANTIANI, FARRE e BARCEIO, 2009),
a coagulacdo inadequada do leite e maturacdo imprépria de queijos, a diminuicdo do
crescimento do fermento lacteo e inativacao de culturas usadas na producéo de iogurtes, leites

fermentados, queijos e manteiga (OHI, 2010).

A contaminacdo de alimentos por residuos de antimicrobianos é um grave problema de
salde publica no mundo, relatos cientificos indicam a resisténcia bacteriana aos antibioticos
(LEE et al., 2007; PERICAS, MAQUIEIRA e PUCHARDES et al., 2010; BRASIL, 2011).
Além disso, a exposi¢do prolongada a residuos de antimicrobianos pode causar efeitos
citotoxicos (imunopatoldgicos, hepatotoxicos, nefrotoxicos e toxicidade para a medula 6ssea),
efeitos genotdxicos (carcinogénico, mutagénico, teratogénico), desordens reprodutivas, reacdes
alérgicas em individuos hipersensiveis e desequilibrio da flora intestinal (FONSECA et al.,
2009; COSTA et al., 2013; PACHECO-SILVA, SOUZA e CALDAS, 2014).

2.3. Antimicrobianos de uso veterinario

Medicamentos veterinarios sdo substancias, ou associacdo de substancias, usadas para
prevenir ou tratar doencas em animais ou como promotores de crescimento. Essas substancias
compreendem uma grande variedade de classes quimicas com diversas acOes terapéuticas,
como antimicrobiana, antiparasitaria, inseticida, fungicida e sedativa. Em animais produtores
de alimentos sdo frequentemente utilizados antibidticos para o tratamento de mastite,
pneumonia, diarreia e artrite (PACHECO-SILVA, SOUZA e CALDAS, 2014).

Os antibidticos naturais e seus derivados semi-sintéticos compreendem a maioria dos
antibioticos em uso clinico. A classificacdo dos antibidticos varia entre autores. Segundo a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), os antibioticos sdo classificados como:
B-lactdmicos, Quinolonas, Glicopeptideos, Oxazolidinonas, Aminoglicosideos (estreptomicina,
neomicina e gentamicina), Macrolideos, Lincosaminas, Nitroimidazolicos, Cloranfenicol,
Estreptograminas, Sulfonamidas, Tetraciclinas (oxitetraciclina, tetraciclina, doxiciclina e

clortetraciclina) e novos antibidticos (Glicilciclinas, Polimixinas, Daptomicinas e
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Gemifloxacina) (ANVISA, 2017). Dentre as classes de antibioticos, tetraciclinas, B-lactamicos,

sulfonamidas e macrolideos, se destacam devido ao maior uso em animais.

No Brasil,a ANVISA e o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
adotam Limite Maximo de Residuos (LMR) para medicamentos veterinarios recomendados
pelo Mercosul, Codex Alimentarius, Unido Europeia ou Estados Unidos. O LMR se baseia no
tipo e na quantidade de residuo que ndo oferece risco de toxicidade para a saude humana. Estes
limites (Tabela 1) séo estabelecidos a fim de garantir o uso adequado dos medicamentos, limitar
a exposicao e proteger a satde dos consumidores de alimentos provenientes de animais tratados
(PACHECO-SILVA, SOUZA E CALDAS, 2014).

Tabela 1: Limites maximos de residuos de antibioticos em leite, de acordo com diversos 6rgédo

reguladores.

Grupo de antibiéticos  Substancia farmacoldgica ativa LMR (UG/kQ) Referéncia
] Tilosina 50 Unido Europeia
Macrolideos _ o
Eritromicina 40 MERCOSUL
. Ampicilina 4 MERCOSUL
B-lactamicos
Amoxiciclina 4 MERCOSUL
Sulfametazina 100 Codex
Sulfametoxina 100 Codex
Sulfonamidas Sulfatiazol 100 Codex
Sulfadimetoxina 100 MERCOSUL
Sulfadimidina 10 Estados Unidos
Tetraciclina 100 Codex
Tetraciclinas Oxitetraciclina 100 Codex
Clortetraciclina 100 Codex

Fonte: Adaptado de ANVISA, 2006.

As substancias do grupo dos macrolideos apresentam um anel macrociclico de lactona,
que contém de 14 a 18 atomos, ao qual se ligam um ou mais agUcares atraves de ligacbes
glicosidicas. Os macrolideos mais usados sdo: azitromicina, claritromicina, eritromicina,
espiramicina, miocamicina, roxitromicina (ANVISA, 2017; SANLI et al., 2011),

oleandomicina, diritromicina, fluritromicina, josamicina, rosaramicina, roquitamicina,
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quitasamicina e tilosina. Esta é a segunda classe de antimicrobianos gquantitativamente mais

usada nos animais em geral, sendo a primeira as tetraciclinas (COSTA, et al., 2013).

Os macrolideos tém excelente atividade antibacteriana contra bactérias Gram-positivas
e algumas Gram-negativas e micoplasmas (PACHECO-SILVA, SOUZA E CALDAS, 2014,
SANLI et al., 2011). A maioria das bactérias Gram-negativas é resistente aos macrolideos
devido a relativa impermeabilidade da membrana externa celular (SHIMADA et al., 2011).

Os macrolideos séo utilizados principalmente no tratamento de doencas respiratdrias
(SANLI et al., 2011), infeccBes gastrointestinais e urogenitais, enterite bacteriana, mastite e
outras doencas. O uso indevido ou a longo prazo pode causar reacOes alérgicas, dano ao nervo
coclear, perda de audicéo e sérios danos aos rins e figado (LI et al., 2015 a). Estas drogas estdo
entre as mais utilizadas no mundo como promotores de crescimento, especialmente a tilosina e
a espiramicina (COSTA et al., 2013).

Entre os antibidticos macrolideos, a tilosina € uma das mais amplamente usadas (SANLI
et al., 2011), sendo empregada como aditivo alimentar (ASHENAFI, HOOGMARTENS e
ADAMS, 2011), para prevenir infeccdes e para acelerar o crescimento do gado (LI et al., 2015
b), tem se destacado no tratamento de vacas lactantes, no combate a mastite (LITTERIO et al.,
2007), e ndo ¢ usado na medicina humana (GRANADOS-CHINCHILLA et. al, 2012). O valor
maximo permitido para tilosina em leite é de 50 ppb (SEHATI et al. 2015).

2.3.1. Tilosina

A tilosina é produzida a partir da fermentacdo de estirpes de Streptomyces fradiae. O
principal composto produzido é a tilosina A, mas varios componentes relacionados também séo
produzidos durante o processo de fermentacdo: tilosina B (desmicosina), tilosina C
(macrocina), tilosina D (relomicina), demicinosiltilosina (DMT), lactenocina, 5-O-
micaminosiltilonolida (OMT) e 20-diidrotilosina B (DHTB). Impurezas séo relatadas na
tilosina e séo identificadas como tilosina A aldol (TAD) e isotilosina A (isoTA) (ASHENAFI,
HOOGMARTENS e ADAMS, 2011).
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Figura 1: Estrutura quimica da tilosina e componentes relacionados.
Fonte: Adaptado de ARSIC et al., 2018 e ASHENAFI, HOOGMARTENS e ADAMS, 2011.

O nucleo da tilosina e seus componentes relacionados € um anel macrociclico de 16
membros, que é uma lactona policética chamada de tilactona (ARSIC et al., 2018). A tilosina
A, de formula molecular C4sH77NO17 e massa molecular 916,1 g/mol, é nomeada pela IUPAC
como 2-[(4~{R}5~{S},6~{S},7~{R}9~{R},11~{E} 13~{E} 15~{R},16~{R})-6-
[(2~{R},3~{R},4~{R}5~{S},6~{R})-5-[(2~{S} 4~{R} 5~{S},6~{S})-4,5-dihidroxi-4,6-
dimetilloxan-2-il]oxi-4-(dimetilamino)-3-hidroxi-6-metiloxan-2-il]oxi-16-etill-4-hidroxi-15-
[[(2~{R},3~{R},4~{R},5~{R},6~{R})-5-hidroxi-3,4-dimetoxi-6-metiloxan-2-ylJoximetil]-
5,9,13-trimetil-2,10-dioxo-1-oxaciclohexadeca-11,13-dien-7-il]acetaldeido (PUBCHEM,
2019).

Na tilosina A ha trés acUlcares ligados ao suporte de tilactone: p-D-micaminose e o-L-
micarose na forma de dissacarideo para a posi¢do 5, e um agucar neutro de -D-micinose na
posicdo 23. Ao perder a unidade de agucar micina, a tilosina A se transforma em tilosina B. A
tilosina C difere da tilosina A por apresentar uma hidroxila na posic¢éo 3 da glicina de micinose
ao inves do grupo etoxi. A tilosina D difere da tilosina A por ter grupo -CH>OH, em vez de
CH2CHO, ligado a posicéo 6 da tilactona (ARSIC et al., 2018). Em meio neutro e alcalino, a
tilosina A se decompde principalmente em tilosina A aldol (PAESEN et al, 1995). A isotilosina
A ¢é o produto primério de fotodegradacédo da tilosina A (CHOPRA et al., 2013).
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O medicamento comercialmente conhecido como tilosina, introduzido no mercado em
1961, consiste em uma mistura de quatro componentes estruturalmente similares: tilosina A,
tilosina B, tilosina C e tilosina D. A atividade bioldgica da mistura é atribuida principalmente
a tilosina A, constituinte de mais de 80% da mistura, embora todos as quatro tilosinas
contribuam para a poténcia (ARSIC et al., 2018). A depender da origem, as amostras comerciais
de tilosina podem conter diferentes substancias relacionadas (ASHENAFI, HOOGMARTENS
e ADAMS, 2011).

Tilosina € um antibidtico de amplo espectro, que apresenta atividade contra a maioria
das bactérias Gram-positivas e diferentes membros de Mycoplasma spp., alguns micro-
organismos Gram-negativos e membros do grupo Chlamydia spp. (COSTA et al., 2013). Em
alguns paises este antibidtico é aprovado para o tratamento de pneumonia e metrite em bovinos,
erisipela, pneumonia, enteropatia proliferativa e disenteria em suinos, doencas respiratorias em
aves domésticas (GRANADOS-CHINCHILLA et. al, 2012) e no tratamento de micoplasmose
em aves e bovinos (ASHENAFI, HOOGMARTENS e ADAMS, 2011).

Em 1998, a Unido Europeia proibiu o uso de tilosina como promotor de crescimento
apos estudos concluirem que seu vasto uso na alimentacdo animal contribui para a selecdo de
microorganismos resistentes, que podem ser transferidos para 0 homem e a possivel
transferéncia de seus genes de resisténcia para outros patégenos. No Brasil e nos Estados
Unidos €é autorizado o uso de tilosina para fins terapéuticos e como promotor de crescimento
em animais (COSTA et al.,, 2013). A tilosina também ¢é aprovado na Argentina, sendo
amplamente utilizada na préatica veterinaria e para tratamento de mastite (LITTERIO et al.,
2007).

De acordo com a classe dos macrolideos, a tilosina apresenta elevada lipossolubilidade
e liga-se moderadamente as proteinas sericas (40%), consequentemente € largamente
distribuida nos liquidos e tecidos do corpo (ARSIC et al.,, 2018). A tilosina é pouco
biodegradavel, por isso pode permanecer em produtos alimenticios de origem animal, como
leite, carne, ovos e mel (FERRAG-SIAGH et al., 2014). Essa substancia pode persistir nos
tecidos animais por periodos prolongados e o tempo de excre¢éo da tilosina no leite pode variar
de 5a9dias (LITTERIO et al., 2007).

2.4. Legislacdo sobre residuos de medicamentos de uso veterinario em leite

Organismos como a Organizagdo da Nac6es Unidas (ONU) por meio da Organizagao

das Nagdes Unidas para Fome e Agricultura (FAO) e a Organiza¢do Mundial de Saude (OMS)
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coordenaram a criacdo do Codex Alimentarius, férum internacional para normatizacdo de
alimentos, no qual sdo estabelecidas as diretrizes para os limites maximos de residuos em
alimentos (ANVISA, 2017).

No Brasil, dois 6rgéos coordenam conjuntamente as politicas de seguranca de alimentos.
O Ministério da Saude, por meio da ANVISA, e o Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA). Contudo, esta dupla competéncia tem gerado criticas em funcdo de
indefinicdes sobre acGes necessarias na area de seguranca do alimento. Esses 6rgdos tém
editado legislacdes que buscam proteger o consumidor. O leite se destaca neste contexto em
razdo da capilaridade de sua producéo e grande consumo no territorio nacional. Esta também é
uma preocupacéo de entidades de produtores, na perspectiva do comércio internacional do leite,
e da sociedade civil, organizada no sentido do consumo de alimento seguro (SPISSO,
NOBREGA e MARQUES, 2009).

A preocupacao com a seguranca dos alimentos ndo é recente. Em 1952 foi promulgado
0 Decreto 30.691/1952, que trata da seguranga dos alimentos de origem animal. Com o passar
dos anos, a legislacédo sofreu transformac6es e melhorias, buscando a protecao da salde coletiva
(SP1SSO, NOBREGA e MARQUES, 2009). Atualmente, dois programas nacionais monitoram
a presenca de residuos de medicamentos veterinarios em produtos de origem animal, o Plano
Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes em Produtos de Origem Animal (PNCRC)
coordenado pelo MAPA, e o Programa de Anélise de Residuos de Medicamentos Veterinarios
em Alimentos Expostos ao Consumo (PAMVet) da ANVISA (LUIZ et al., 2014; PACHECO-
SILVA, SOUZA E CALDAS, 2014).

O Plano Nacional de Residuos em Produtos de Origem Animal (PNCR) foi criado em
maio de 1986 pela Portaria Ministerial n° 51, sendo adequado pela Portaria n® 527 em agosto
de 1995. No processo do aperfeicoamento, 0 PNCR foi ajustado e reeditado em 1999. O PNCR
desenvolve atividades com o objetivo de conhecer o potencial de exposi¢cdo da populacdo aos
residuos nocivos a satide humana, o que serve para orientar a adocao de politicas nacionais de
saude animal e fiscalizagéo sanitaria (BRASIL, 1999). O PAMvet foi criado em 2003, com o
objetivo de avaliar o potencial de exposi¢cdo do consumidor a residuos de medicamentos

veterinarios pela ingestao de alimentos de origem animal (ANVISA, 2006).

De acordo com a Instrugcdo Normativa N° 77 do MAPA, para cada recebimento do leite,
0 estabelecimento deve realizar analises para deteccdo de residuos de medicamentos
veterinarios para no minimo dois grupos de antimicrobianos e esta analise deve ser realizada
no leite do conjunto de cada veiculo transportador. Também fica definido que o estabelecimento

deve analisar o leite para todos os grupos de antimicrobianos que disponham de triagem
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analitica. A anélise deve ser realizada sempre que houver reintroducdo no beneficiamento do
leite de vacas que finalizaram o periodo de caréncia do tratamento com antimicrobianos
(BRASIL, 2018).

A Instrucdo Normativa N° 77 define ainda que o leite recebido pelo estabelecimento
deve ser coletado para analise em laboratorio da Rede Brasileira de Laboratdrios de Controle
da Qualidade do Leite, com frequéncia minima de uma amostra mensal, para avaliacdo de
residuos de produtos de uso veterinario e outros parametros, como contagem de células
somaticas, contagem padrao em placas e teores de gordura, proteina total, lactose anidra, sélidos
totais e sélidos ndo gordurosos (BRASIL, 2018).

Técnicas qualitativas e quantitativas podem ser utilizadas para identificacdo de amostras
de leite contaminadas por residuos de antimicrobianos. Relatos cientificos sobre residuos de
antimicrobianos em leite sdo comuns no Brasil e no mundo e classificam-se em quantificacdo
de residuos, testes de triagem (FERNANDES et al., 2014), ou novas técnicas de detec¢do (QIN,
XIE e YING, 2015). Na secdo a seguir sdo discutidas algumas das metodologias usadas para a

quantificacdo de residuos de antimicrobianos em leite.

2.5. Metodologias para quantificacdo de residuos de antimicrobianos em leite

A Instrucdo Normativa N° 77 do MAPA define que ao menos uma amostra mensal do
leite recebido pelos estabelecimentos deve ser coletada para analise de residuos de produtos de
uso veterinario e outros parametros em um dos laboratorios da Rede Brasileira de Laboratorios
de Controle da Qualidade do Leite, que tem como finalidade o monitoramento de leite,
contribuindo para o aperfeicoamento da qualidade do leite, em conformidade com o Programa
Nacional de Melhoria da Qualidade do Leite (BRASIL, 2018).

Estudos de avaliacdo da presenca de residuos de antibidticos em leite sdo desenvolvidos
ao redor do mundo e dividem-se em: i) qualitativos, também denominados como testes de
triagem, nos quais sdo empregados usualmente o Delvotest® SP-NT, CMT COPAN®, Eclipse®
100, Delvotest® Accelerator e Charm Cowside®, que indicam a presenca de residuos de
antibidticos no leite; e ii) quantitativos, que normalmente usam a cromatografia para identificar

o tipo e determinar a quantidade exata do residuo de antibidtico.

A maioria dos testes disponiveis no mercado para a investigagdo de residuos de
antibioticos em leite é qualitativa. Esses testes de triagem indicam, com boa precisdo, se a
substancia investigada esta presente ou ndo na amostra, indicando os resultados como positivo

ou negativo. As industrias lacteas brasileiras utilizam um conjunto de testes de triagem
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comerciais, chamados de kits, para o controle de residuos. A especificidade e a sensibilidade
variam entre os Kits, e devem ser consideradas para a obtencdo de resultados seguros. A
sensibilidade deve ser compativel com o LMR permitido por lei (NERO et al., 2007).

Métodos de triagem baseados em técnicas imunoldgicas e microbiologicas podem ser
qualitativos ou semi-quantitativos. Os métodos bioldgicos sdo de execugdo simples e rapidos,
por isso tém sido amplamente empregados na investigacdo da presenca de residuos de
medicamentos veterinarios em diversas matrizes. As técnicas microbioldgicas baseiam-se na
inibicdo do crescimento de microrganismos em um meio onde pode estar presente o antibiético
(PACHECO-SILVA, SOUZA e CALDAS, 2014), mas ndo permitem a identificacdo de
substancias e ndo apresenta sensibilidade para diversos grupos de antibidticos (BANG-CE et
al., 2008). Os métodos imunoldgicos sdo mais sensiveis para triagem, além de serem mais

simples, rapidos, eficientes e de baixo custo (LI et al., 2015 b).

A técnica oficialmente utilizada para quantificacdo de antimicrobianos em leite € a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE ou HPLC, do inglés High Performance
Liquid Chromatography). Apesar da alta especificidade, sensibilidade e confiabilidade que a
CLAE oferece, esta técnica necessita de instrumentacao cara, é dispendiosa, sdo destrutivos,
incluem passos complexos, exige operador altamente qualificado, requer o pré-tratamento de
amostras complexas e 0 uso de reagentes quimicos, necessitam de maior tempo de analise e
impde ao operador condi¢des de insalubridade (MORENO-BONDI et al., 2009; CEBI,
YILMAZ e SAGDIC, 2017; LUIZ et al., 2014; L1 et al., 2015b). Esse conjunto de fatores limita
0 uso da CLAE a propdsitos confirmatdrios e inviabilizam seu uso para monitoramento de
rotina dos residuos de medicamentos em alimentos de origem animal (BANG-CE et al., 2008).
A eletroforese capilar também tem sido utilizada em quantificacdes de residuos de antibioticos

em leite (MA et al., 2012), mas se encaixa em algumas das limitacGes apontadas para a CLAE.

Diante deste contexto, hd uma demanda para o desenvolvimento de técnicas rapidas,
precisas, econdmicas e eficazes para testar a adulteracdo de alimentos e ingredientes
alimenticios (CEBI, YILMAZ e SAGDIC, 2017). Novas técnicas tém sido buscadas, no sentido
de aumentar velocidade analitica, baratear custos e diminuir o uso de reagentes quimicos,
contribuindo, assim, para aumentar o volume de amostras de leite analisadas e,

consequentemente a seguranca do alimento (ADLER et al., 2013).

Os métodos para analise de residuos de medicamentos veterinarios em leite devem,
principalmente, priorizar a rapidez do resultado, em busca da répida liberagdo do lote para o
processamento (LUIZ et al., 2014). Nesse contexto, o desenvolvimento da espectroscopia para

uso em anélise de alimentos é evidente, seja no infravermelho proximo (DRACKOVA et al.,
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2009), infravermelho médio (TOFFANIN et al., 2015), ou no infravermelho longo (QIN, XIE
e YING 2015).

A Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (IVTF ou FTIR, do
inglés Fourier Transform Infrared Spectroscopy) se destaca nesse meio, por ser uma técnica
ndo destrutiva e rapida, sendo amplamente utilizada como eficaz ferramenta para ampla gama
de problemas de adulteracdo em produtos alimenticios (DUARTE et al., 2002; RODRIGUEZ-
SAONA e ALLENDORF, 2011; CEBI, YILMAZ e SAGDIC, 2017). A espectroscopia no
IVTF tem sido empregada ha muitos anos em analises quantitativas e para confirmar a presenca
de residuos de medicamentos e outros produtos quimicos, sendo uma promissora ferramenta
para analise de ampla variedade de amostras sem necessidade de métodos de preparacdo de
amostras (LAHANE et al., 2014).

2.6. Espectroscopia Infravermelho com Transformada de Fourier

A espectroscopia é baseada na interacdo entre radiacdo eletromagnética e matéria. Os
espectros de infravermelho fornecem uma descricdo da energia que a molécula ou atomo
absorve mediante devida excitacdo. As moléculas podem apresentar trés niveis de energia em
regides espectrais diferentes: transicdes eletronicas observadas na regido ultravioleta ou visivel,
vibracionais observadas na regido do infravermelho; e rotacionais observadas na regido de
micro-ondas (STUART, 2004; SALA, 2008).

Dentro do espectro eletromagnético, a regido do infravermelho compreende a faixa
superior a regido de micro-ondas e inferior a regido ultravioleta ou visivel. Esta regido pode ser
dividida em trés partes principais: infravermelho préximo, regido de 14000 a 4000 cm™;
infravermelho médio, regido de vibragio-rotagdo de 4000 a 400 cm™; e infravermelho distante,
regido de rotagdo de 400 a 50 cm™* (DOMINGO et al., 2014).

Ao incidir radiacdo no infravermelho sobre as moléculas ocorrem alteracbes em seus
modos vibracionais. A absorcdo no infravermelho ocorre quando a frequéncia da radiacéo
multiplicada pela constante de Planck tem o mesmo valor da diferenca de energia entre dois
estados vibracionais. Portanto, o processo de absor¢do no infravermelho envolve uma
ressonancia entre a radiacdo eletromagnética e a diferenca de niveis de energia vibracionais da
molécula (LUIZ et al., 2014).

Ao absorver radiagdo no infravermelho, as moléculas séo excitadas a um estado de
maior energia, o que envolve frequéncias vibracionais, como estiramento, dobramento, torcéo

e balango das ligacfes na maioria das moléculas covalentes. Cada tipo de ligacdo possui sua
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propria frequéncia natural de vibragdo e as absorgcdes geralmente ocorrem apenas em
determinadas regiGes do infravermelho. As ligagcdes simétricas ndo absorvem radiacdo no
infravermelho (PAVIA et al., 2009).

A identificacdo dos compostos presentes na amostra pode ser feita por meio da
associagédo entre os grupos funcionais e a regido do espectro em que cada um deles apresenta
absorcdo da radiagdo eletromagnética. Os espectros de absor¢do no infravermelho tém origem
nos diferentes modos de vibracéo e rotacdo das moléculas (MENDHAM et al., 2011) e tém sido
usados para identificar compostos e determinar qualitativa e quantitativamente a composi¢ao
de amostras (STUART, 2004; SALA, 2008).

A escolha da regido do infravermelho depende do tipo de amostra a ser estudada. A
regido de infravermelho médio é a de maior interesse para fins analiticos, pois nessa regido as
bandas de absorcdo podem ser mais facilmente identificadas e associadas a grupos funcionais
(Tabela 2) (SALA, 2008; HOLLER, SKOOG e CROUCH, 2009).

Tabela 2: Bandas de absorcdo de grupos funcionais na regido do infravermelho médio.

Funcéo organica Grupo funcional Numero de onda (cm™)
Eter C-O 1150-1070
) C-O0 1310-1210
Ester
C=0 1750-1730
Cetona C=0 1750-1660
C-H 2850-2700
Aldeido
C=0 1740-1685
i C-O0 1200-1100
Alcool
O-H 3600-3200
Amina C-N 1360-1180
Alceno Cc=C 1680-1620
C-H 2950-2850
Alcano
C-C 1200

Fonte: Adaptado de HAGE, 2012.

A espectroscopia no infravermelho apresenta diversas vantagens como técnica de
andlise, especialmente por sua simplicidade da operacdo (apds a calibra¢do do equipamento, a

analise se torna rotineira), rapidez (com o instrumento calibrado é possivel obter resultados em
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minutos), reducdo significativa do uso de reagentes quimicos (a amostra pode ter pouco ou
nenhum preparo) e anélise simultanea de varios componentes, mesmo em amostras complexas
(LUIZ et al., 2015).

A Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (IVTF) tem ampla
aplicabilidade, permite analisar moléculas pequenas ou sistemas complexos e utilizar amostras
em estados fisicos variados, como solucdo, sélido amorfo ou cristalino, filmes e membranas.
No espectrémetro IVTF (Figura 2) a radiacdo no infravermelho é dividida em dois feixes que
passam por processos construtivos e destrutivos. Nestes espectrometros ha um interferdmetro,
que consiste em um divisor de feixe e dois espelhos (MUKHOPADHYAY, 2004).

Laser para calibracao do

imento d d —
ek At Fonte de radiacao IV

!l
Interferémetro -H— )
de Michelson: . ._
Espelho movel Vi

Divisor de feixe
Espelho fixo

{

Espectro
A
Transfomada

/W \ \/ de Fourier

- N
W l Interferograma

Amostra [

Figura 2: Representagdo esquematica de espectrdmetro com transformada de Fourier.
Fonte: http://slideplayer.com.br/slide/7305176/, acessado em 01/10/2017.

O interferémetro de Michelson, no qual um espelho permanece estacionario enquanto o
outro espelho se move (MUKHOPADHYAY, 2004), é usado para manipular a energia enviada
a amostra que serd analisada (HARRIS, 2012) e gerar como sinal um interferograma, que
relaciona a variagcdo da amplitude da luz em funcdo da varredura realizada por um espelho
movel infravermelho (FORATO et al., 2010).

A radiagdo no infravermelho interage com a amostra e suas moléculas absorvem
seletivamente em comprimentos de onda especificos. A radiacdo resultante é entdo dirigida a
um detector (MUKHOPADHYAY, 2004). O sinal do interferograma modificado chega ao

detector com informacdes sobre a quantidade de energia absorvida em cada comprimento de


http://slideplayer.com.br/slide/7305176/
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onda. Aplicando a transformada de Fourier, que é um processo matematico realizado pelo
computador que registra o sinal para extrair as frequéncias individuais que foram absorvidas e
entdo reconstruir e plotar o grafico fornecido como o espectro de infravermelho da amostra
(PAVIA et al., 2009; FORATO et al., 2010).

O tipo mais comum de espectrometros IVTF comercializado opera na regido do
infravermelho médio, que pode ser usado para analise de sélidos, liquidos e gases, sendo que
os dados sdo coletados de maneiras diferentes (MUKHOPADHYAY, 2004). Os espectros de
infravermelho, que relacionam a intensidade das bandas de absorcdo (em termos de
transmitancia ou absorbancia) e a posi¢cdo em numero de onda sdo correspondentes a cada
componente da amostra (FORATO et al., 2010).

A espectroscopia no infravermelho tem se destacado em analises de alimentos e controle
de qualidade, por ser uma técnica ndo destrutiva e eficiente na investigacdo de adulteracao de
produtos alimenticios (DUARTE et al., 2002; RODRIGUEZ-SAONA e ALLENDORF, 2011;
CEBI, YILMAZ e SAGDIC, 2017). A técnica IVTF ja foi utilizada em varios estudos para a
analise de leite e derivados, tendo sido verificada a eficacia da técnica para a avaliacdo da
composicdo fisico-quimica e deteccdo da presenca de adulterantes (KAROUI e
BAERDEMAKE, 2007; LEI et al., 2010; CASSOLI et al., 2011; POONIA et al., 2017).

A eficiéncia de métodos de espectroscopia por infravermelho pode ser potencializadas
com a combinagéo da quimiometria (LUIZ et al., 2014). A espectroscopia de infravermelho e
a quimiometria demonstram eficacia tanto qualitativa como guantitativamente em analises de
diferentes areas (ROGGO et al., 2007), possibilitando a investigacdo da composi¢do, qualidade
e autenticidade de alimentos. A associagdo da espectroscopia no infravermelho e a
quimiometria proporciona vantagens como a rapida obtencdo de resultados, além de requerer
uma quantidade minima de amostra para as analises, ndo ser destrutiva e minima geracéo de
residuos (RODRIGUEZ-SAONA e ALLENDORF, 2011; SANTOS, PEREIRA-FILHO e
RODRIGUEZ-SAONA, 2013; DOMINGO et al., 2014; BOTELHO et al., 2015; LUIZ et al.,
2015; POONIA et al., 2017; LEITE et al., 2019).

2.7. Quimiometria

A quimiometria emprega fundamentos matematicos e estatisticos e metodos
computacionais para investigar, interpretar, classificar e fazer previséo de conjuntos de dados
guimicos. A quimiometria é subdividida em diversas areas, destacando-se: técnicas de

planejamento de experimentos, reconhecimento de padrdes e calibragdo multivariada (SOUZA
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e POPPI, 2012; FERREIRA, 2015). Nesta se¢do sdo apresentadas algumas das técnicas

quimiométricas de analise.

A analise multivariada de dados consiste em um conjunto de técnicas estatisticas que
possibilitam a analise de multiplas variaveis simultaneamente. Baseia-se na aplicacdo de uma
série de métodos ou algoritmos a dados de diferentes amostras correlacionadas com diferentes
propriedades. A escolha do método de anélise depende dos objetivos da pesquisa (HAIR
JUNIOR et al., 2009).

O pré-processamento dos dados é fundamental para a eficiéncia da analise multivariada.
Os principais objetivos dessa etapa sdo eliminar informagdes ndo relevantes e tornar a matriz
de dados melhor condicionada para a analise. H& diversos métodos de processamento para
dados espectroscopicos, a exemplo: normalizar os espectros, centrar os dados na média, derivar

e suavizar os espectros com uso de algoritmo (SOUZA e POPPI, 2012).

Com técnicas de reconhecimento de padrbes, também chamados métodos de
classificacdo, pretende-se encontrar agrupamentos de amostras que sejam semelhantes entre si,
partindo de uma gama de informacbes quimicas e detectando tendéncias nos dados. Desta
forma, por exemplo, as amostras sdo agrupadas de acordo com seus espectros (ROGGO et al.,
2007; SOUZA e POPPI, 2012).

As técnicas de calibragdo multivariada visam estabelecer um modelo que correlacione
uma série de informacdes quimicas com uma ou mais propriedades quantificaveis das amostras.
Assim, os métodos de regressdo possibilitam relacionar o espectro das amostras a concentracgao.
Com a calibracdo multivariada é possivel analisar simultaneamente varios componentes em
sistemas simples, bem como definir um elemento de interesse em matrizes complexas (ROGGO
etal., 2007; SOUZA e POPPI, 2012; FERREIRA, 2015).

As técnicas quimiométricas podem ser categorizadas como ndo-supervisionadas ou
supervisionadas. As técnicas supervisionadas necessitam de um conhecimento prévio, ou seja,
alguma informagcé&o inicial sobre a identidade das amostras, desenvolvendo um modelo a partir
de conjunto de amostras para treinamento, sendo avaliado o desempenho do modelo
posteriormente, com base em um novo conjunto de amostras para validagéo. Para as técnicas
ndo-supervisionadas ndo é necessario um conhecimento prévio sobre a natureza das amostras
(ROGGO et al., 2007).



17
2.7.1. Analise de Componentes Principais

A Analise de Componentes Principais (ACP) é uma das técnicas quimiométricas mais
importantes, pois é a base para diversos métodos de reconhecimento de padrdes, classificacdo
e calibracdo multivariada, sendo utilizada para a analise multivariada de dados em diversas
areas do conhecimento. Esta técnica tem sido largamente empregada para a anélise exploratoria
de dados (SOUZA e POPPI, 2012).

A técnica ACP busca extrair o maximo de informacdes contidas numa matriz de dados
com n linhas (amostras) e p colunas (variaveis). A ACP tem como principais objetivos a redugédo
do numero de varidveis e facilitar a interpretacdo das analises. A técnica ACP explica a
variancia e covariancia de um vetor aleatério (composto de p-variaveis aleatérias)
estabelecendo combinacdes lineares das variaveis originais (HAIR JUNIOR et al., 2009;
MINGOTI, 2013; HONGYU, SANDANIELO e OLIVEIRA JUNIOR, 2016).

Para facilitar a descri¢do dos dados, a técnica ACP reduz massa de dados, com menor
perda possivel da informacdo. Na ACP, o conjunto original de variaveis, inicialmente
correlacionadas entre si, é transformado em um novo e menor conjunto de variaveis, de mesma
dimensdo e ndo correlacionadas, chamadas Componentes Principais (CPs), que sdo funcdes
lineares das varidveis originais e que tém variancia maxima (MINGOTI, 2013; HONGYU,
SANDANIELO e OLIVEIRA JUNIOR, 2016).

Cada CP é uma combinacdo linear das varidveis originais. A primeira CP é tracada no
sentido da maior variacdo no conjunto de dados, enquanto a segunda é tracada ortogonalmente
a CP anterior (para que a CP2 descreva a maior porcentagem da variacdo ndo explicada pela
CP1) e assim por diante (SOUZA e POPPI, 2012).

Os pesos sdo os coeficientes da combinacdo que representam a contribuigéo relativa de
cada variavel original para a formacdo dos CPs. Os escores representam as coordenadas das
amostras no sistema de componentes principais, representando as relacdes de similaridade entre
as amostras (SOUZA e POPPI, 2012; SOUZA et al., 2013).

A ACP permite reduzir o nimero de componentes principais a serem analisadas
descartando CPs que tenham variancia pequena, analisando apenas aquelas que explicam a
maior parcela da variacdo total. Outro critério para a determinacdo do nimero de CPs a serem
analisadas consiste em se tomar um numero de CPs igual ao numero de autovalores > 1
(STEINER et al., 2008). S&o identificados padrbes nos dados e o resultado da ACP é expresso
através de graficos que facilitam a compreensdo de diferencas e semelhancas entre os dados
(MINGOTI, 2013).
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2.7.2. Andlise Discriminante

A Andlise Discriminante (AD) é uma técnica que permite separar as amostras em
diferentes grupos de acordo com suas caracteristicas conhecidas, em que as variaveis que
discriminam os grupos sdo identificadas e quando ¢ feita uma nova observacao, de acordo com
suas caracteristicas, 0 método prevé o grupo mais adequado a que deve pertencer (FAVERO et
al., 2009).

AD busca estabelecer relacdes entre uma variavel dependente e varidveis independentes
e tem por objetivo criar indices que discriminam os grupos, permitindo a identificacdo de
grupos similares e a classificacdo de novos casos (MINGOTI, 2013). Esta € uma técnica
supervisionada, por tanto € necessario um conjunto de treinamento, cuja identidade das
amostras seja conhecida (ROGGO et al., 2007; SOUZA e POPPI, 2012).

Para que AD seja aplicada, € necessario estabelecer o conjunto de dados em classes pré-
definidas, para que desta forma seja possivel obter uma fungdo matematica para discriminagéo
para cada classe. A funcdo de discriminacdo (equagédo 1) apresenta um termo constante (j),

coeficientes de ponderacédo associados a variaveis da equacdo (1, ... Bn) € 0 indice obtido para

0 objeto na analise (ay, ..., an). Os coeficientes de ponderagéo sdo obtidos de acordo com algum
critério de agrupamento (PINTO et al., 2005).

Y=B+PBi*ar+...+PBn*an Eq 1l

2.7.3. Analise de Regressdo Linear Multipla

Para obter o valor de uma variavel Y em funcdo de outras variaveis, independentes entre
si, pode ser usado um modelo de Regresséo Linear Multipla (RLM) (STEINER et al., 2008). A
técnica RLM permite investigar e modelar a relacdo entre variaveis e tem como principal
objetivo estimar parametros desconhecidos do modelo através da modelagem nas variaveis.
Para isso € necessario conhecer a relacdo entre as variaveis dependentes e independentes
(COELHO-BARROS et al., 2008).

A partir do método de regressdo linear obtém-se uma reta ou curva que se aproxima
melhor dos dados que sdo fortemente correlacionados. O modelo que representa a regressao
linear multipla é dado por: Y =a+ B1.X1+B2.X2+ -+pn.Xn+e . Y € varidvel
dependente, a é a constante que representa o intercepto, fn (n = 1, 2, 3, ... , n) sdo 0s

coeficientes de cada varidvel, X sdo as variaveis explicativas, e € o termo do erro. Esse modelo
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¢ chamado de regressdo multipla por conter mais de um coeficiente de regressao (COELHO-
BARROS et al., 2008).

A qualidade do ajuste do modelo, ou seja, a melhor aproximacéo entre o valor predito e
o medido da variavel, ¢ dada pelo coeficiente de correlagdo maltipla ao quadrado (R?). Quanto
maior o valor de R2, mais assertivo € o modelo e maior é seu poder de explicar a variavel
dependente (STEINER et al., 2008).

RLM ¢ adequada para sistemas bem comportados, que apresentem respostas lineares,
sejam livres de interferentes, sem interacdes entre analitos e com baixo ruido. A limitacdo deste
método esta no fato de usar toda a informacao contida na matriz X para a construcéo do modelo,
independentemente de sua relevancia (SENA e POPPI, 2000).

2.7.4. Analise de Regressdo por Minimos Quadrados

A andlise de regressao por minimos quadrados ou Partial Least Squares (PLS), tem
como principal objetivo obter uma equacdo que explique de maneira satisfatéria a relacéo
existente entre uma matriz de dados (X) com uma ou mais matrizes resposta (Y) das
propriedades de interesse. Com isso se faz possivel a predicdo de valores da variavel de
interesse (GARCIA et al., 2015).

O método PLS utiliza a técnica de analise de componentes principais para a redu¢édo da
dimensionalidade do conjunto de dados. Assim, sdo geradas novas variaveis, chamadas de
fatores ou componentes, que descrevem a direcdo de maxima variancia. Os componentes sao
obtidos por combinacdes lineares das variaveis originais e sdo ortogonais entre si (SOUZA et
al., 2013). Os componentes sdo preditores de Y e também descrevem X, assim, X e Y sdo, ao
menos em parte, modelados pelas mesmas variaveis latentes (LUZ, 2003).

As matrizes X e Y sdo decompostas por PCA. Os valores dos escores sdo alterados até
gue o melhor modelo linear seja estabelecido, de modo que seja alcancada a maior covariancia
entre X e Y. Esse procedimento é realizado em uma série etapas, que sdo repetidas para cada
componente estimado, por meio de um processo iterativo. Sendo assim, o0 método PLS tem um
compromisso entre a explicacdo da variancia em X e a obtencdo da maior correlagdo com Y
(SOUZA et al., 2013).

Com PLS é estimado um modelo matematico de regressdo linear: Y = XB + E, em que
Y é uma matriz de variaveis resposta, X é uma matriz de variaveis preditoras, B é uma matriz

dos coeficientes da regressao, E é a matriz de ruidos (GARCIA et al., 2015). O modelo preditivo
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gerado permite correlacionar os espectros das amostras (matriz X) e as concentragdes (matriz
Y).

Normalmente, o nimero de variaveis latentes a ser utilizado no modelo é determinado
por validacdo cruzada. Com o método leave-one-out (“um por vez”), uma amostra pertencente
ao conjunto de calibracao € retirada do processo de constru¢do do modelo. Com este modelo é
realizada a previsdo da propriedade de interesse para a amostra retirada, empregando um
numero crescente de variaveis latentes. O procedimento é repetido para todas as amostras e um
erro médio é calculado para cada nimero de variaveis latentes empregado. O namero de
variaveis latentes a ser utilizado no modelo é definido como o nimero de varidveis latentes a

partir do qual ndo diferenca significativa no valor do erro médio (SOUZA et al., 2013).

Para o calculo dos componentes da regressdo PLS podem ser usados varios algoritmos,
como Nonlinear Iterative Partial Least Squares (NIPALS). O NIPALS é um método
comumente utilizado para o célculo das componentes principais de um conjunto de dados, em
que os vetores dos pesos e dos escores sdo calculados iterativamente, um de cada vez, em ordem
decrescente de importancia (SOUZA e POPPI, 2012). Desta forma, o0 algoritmo usado examina
as matrizes e extrai componentes, que sdo relevantes para ambos 0s conjuntos de variaveis
(MORELLATO, 2010).

2.8. Espectroscopia no infravermelho associada a ferramentas quimiométricas

O uso de espectroscopia no infravermelho associada a quimiometria tem proporcionado
avancos nas areas de controle de qualidade e seguranca do alimento, demonstrando-se rapido,
eficaz e confiavel para a investigacdo da composicdo, verificagdo da qualidade e autenticidade
de alimentos (RODRIGUEZ-SAONA e ALLENDOREF, 2011; SANTOS, PEREIRA-FILHO e
RODRIGUEZ-SAONA, 2013; POONIA et al., 2017; CEBI, YILMAZ e SAGDIC, 2017;
LEITE et al., 2019). Os estudos se concentram na detec¢do de fraudes na composicdo de
alimentos e, geralmente, sdo associados a adulterantes. Em leite os estudos incluem a
adulteracdo com agua, soro de leite, sal, sacarose, soda caustica, ureia, peroxido de hidrogénio,
dentre outros (KASEMSUMRAN, THANAPASE e KIATSOONTHON, 2007; SANTOS,
PEREIRA-FILHO e RODRIGUEZ-SAONA, 2013; DOMINGO et al., 2014).

Em estudo desenvolvido por Luiz et al. (2014) para a avaliacdo da qualidade do leite
pasteurizado tipo “A” integral comercializado na regido de Juiz de Fora-MG foi empregando
Espectroscopia no Infravermelho Proximo com Transformada de Fourier combinado a ACP.

Como resultado foi verificada a rapida deteccdo das amostras contaminadas. O método detectou



21

facilmente as amostras intencionalmente contaminadas com diclofenaco sodico. Neste trabalho
foi evidenciado que a ferramenta quimiométrica empregada foi fundamental para a obtengéo

dos resultados para as mais baixas concentracdes.

Empregando as mesmas técnicas, espectroscopia no infravermelho préximo e Analise
de Componentes Principais, Luiz et al. (2015) desenvolveram um método para detectar residuos
de medicamentos veterinarios antimicrobianos (penicilina G, terramicina e enrofloxacino) em
amostras de leite. Foram avaliadas amostras de leite de diferentes fabricantes e a metodologia
utilizada detectou tracos dos medicamentos estudados dentro dos percentuais analisados
(abaixo de 1 %).

Botelho et al. (2015) empregaram Espectroscopia no Infravermelho Médio acoplado a
Refletancia Total Atenuada combinada a Analise Discriminante com Minimos Quadrados
Parciais (PLS-DA) para o desenvolvimento de um método de triagem para a determinacéo
simultanea de cinco adulterantes comuns em leite: 4gua, amido, citrato de sodio, formaldeido e
sacarose. O método proposto foi capaz de quantificar os cinco dos adulterantes pesquisados em

um pequeno volume de amostra, 30 mL.

Jawaid et al. (2013) desenvolveram um método para a determinacdo de melamina em
leite liquido e em po6 baseado em Espectroscopia de Infravermelho Médio com Transformada
de Fourier com Reflectancia Total Atenuada combinada a Anélise de Regressdo de Minimos
Quadrados Parciais para correlacionar dados espectrais com concentracdes de melamina, sendo

sugerida uma ferramenta eficaz e rapida para deteccdo e quantificacdo de melanina em leite.

Santana (2017) desenvolveu um teste de triagem para deteccdo de ivermectina em leite
de vaca empregando Espectroscopia de Infravermelho Médio com Transformada de Fourier
com Reflectancia Total Atenuada (ATR - FTIR) associada a quimiometria (Analise de

Componentes Principais, Andalise Discriminante e Redes Neurais Artificiais).

Leite et al. (2019) empregaram Espectroscopia de Infravermelho Médio com
Transformada de Fourier com Reflectincia Total Atenuada associada a Anélise de
Componentes Principais e Regressdo de Minimos Quadrados Parciais para determinar
adulteragdes de queijos manteiga pela adi¢do de 6leo vegetal (6leo de soja). A ACP diferenciou
as amostras adulteradas das auténticas e 0 modelo de PLS permitiu a previsdo da porcentagem
de oleo vegetal adicionada nas amostras, demonstrando o bom desempenho da espectroscopia
FTIR-ATR associada a quimiometria na deteccao de adulteracdes de queijos manteiga.

Apesar da espectroscopia no infravermelho associada a quimiometria ser amplamente

empregada para a investigacdo da composicdo, autenticidade e contaminantes em leite e
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derivados (LEI et al., 2010; CASSOLI et al., 2011; DOMINGO et al., 2014; BOTELHO et al.,
2015; POONIA et al., 2017), poucos sdo os estudos que empregam estas técnicas combinadas
para a identificacdo de residuos de medicamentos veterinarios em leite e produtos lacteos.
Diante do exposto, propomos o desenvolvimento de um método para determinacdo de
antibiotico (tilosina) em leite de vaca empregando a Espectroscopia no Infravermelho por

Transformada de Fourier combinada a quimiometria.
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I - OBJETIVOS

1. Objetivo Geral

Desenvolver metodologia de Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier

combinada a ferramentas quimiométricas para a deteccdo de Tilosina em leite.

2. Objetivos Especificos

e Analisar amostras de leite de vaca, com e sem adi¢do de padrdo de tilosina, por meio da
Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier.
e Obter os espectros de referéncia para o leite fluido e o leite liofilizado sem adulteracéo

e para a Tilosina.
e Analisar os dados espectroscopicos obtidos empregando métodos quimiométricos.

e Estabelecer uma equacdo de predicédo para tilosina em leite.
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11l - CAPITULO 1

DETERMINACAO DE TILOSINA EM LEITE FLUIDO POR ESPECTROSCOPIA
NO INFRAVERMELHO MEDIO ASSOCIADA A QUIMIOMETRIA

Alexandre Gomes Marques de Freitas, Sérgio Augusto de Albuquerque Fernandes, Leandro

Soares Santos, Larissa Cavalcante de Rezende

1. Introducéo

O Brasil é um dos 10 maiores produtores de leite do mundo. Em 2016 o Brasil foi o
quinto maior produtor de leite e responsavel por 4% da producdo mundial. Em 2017 a producéo
mundial de leite foi de 828 milhdes de toneladas (FAO, 2019), 798 bilhdes de litros de leite,
sendo o Brasil responsavel por 35,1 bilhGes, quadruplicando a producdo nacional ao longo de
quatro décadas (EMBRAPA, 2018).

A presenca de contaminantes no leite compromete sua qualidade. A principal
contaminagdo quimica em leite e produtos lacteos é a presenca de residuos de antibi6ticos,
causado principalmente pelo uso inadequado desses medicamentos veterinarios (FERNANDES
et al., 2014). O uso e os residuos de antibidticos devem ser cuidadosamente monitorados para
minimizar consequéncias ambientais e sanitarias da liberacdo de antibidticos para
agroecossistemas e proteger a saude dos consumidores (GRANADOS-CHINCHILLA et. al,
2012).

Tilosina € um antibidtico macrolideo pouco biodegradavel e é um potencial
contaminante de alimentos de origem animal (FERRAG-SIAGH et al., 2014). A detec¢do de
macrolideos em matrizes alimenticias € normalmente realizada por cromatografia liquida com
detector UV (MCGLINCHEY et al., 2008). Nesse contexto, a analise € um desafio, ja que para
a analise de misturas complexas faz-se necessaria a extracdo do analito antes da analise (ARSIC
etal., 2018).

A Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier € uma técnica
alternativa, de maior rapidez, que necessita de minimo preparo da amostra, requer pouca
amostra e ndo € destrutiva (DUARTE et al., 2002; RODRIGUEZ-SAONA e ALLENDOREF,
2011; CEBI, YILMAZ e SAGDIC, 2017). Esta técnica é excelente para analises quantitativas,
pois as intensidades das bandas de absorcdo do espectro s@o proporcionais a concentracdo de
seus respectivos grupos funcionais (HAMED e ALLAM, 2006).
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As vantagens das técnicas de espectroscopia no infravermelho podem ser
potencializadas com a associacdo a quimiometria. Estudos tém demostrado que a
espectroscopia no infravermelho associada a ferramentas quimiométricas é uma técnica eficaz
e confidvel para a investigacdo da composicdo, qualidade e autenticidade de alimentos,
identificacdo e quantificagdo de contaminantes e adulterantes, proporcionado avangos em
diversas areas (RODRIGUEZ-SAONA e ALLENDORF, 2011; SANTOS, PEREIRA-FILHO
e RODRIGUEZ-SAONA, 2013; DOMINGO et al., 2014; BOTELHO et al., 2015; POONIA et
al., 2017; LEITE et al., 2019).

Diante disto, o objetivo deste trabalho é desenvolver uma metodologia para
determinagdo de Tilosina diretamente em leite fluido, empregando Espectroscopia no
Infravermelho Médio com Transformada de Fourier e ferramentas quimiométricas para analise

dos dados.

2. Material e métodos

2.1. Amostras

Foram coletadas amostras de leite cru (1 L) oriundas de vacas de grupo sanguineo
Holandés/Zebu.

2.2. Delineamento experimental

As amostras foram coletadas em 13 propriedades rurais e conduzidas sob refrigeracédo
até o Centro de Estudos em Leite. Em laboratdrio, as amostras foram subdivididas em 11
aliquotas, as quais foi acrescentada a solucdo de Tilosina em quantidades pré-estabelecidas
(diferentes volumes para obter as concentrac6es de 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100
ug L) para posterior analise em espectrofotdmetro no infravermelho médio com transformada
de Fourier (IVTF). Os dados espectrais obtidos foram padronizados e submetidos a métodos
estatisticos multivariados: Analise de Componentes Principais e Analise de Regressao por

Minimos Quadrados (Figura 1).
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Figura 1: Fluxograma das etapas envolvidas no desenvolvimento do método de determinacéo

de Tilosina em leite fluido.

2.3. Preparo das amostras

A solucio estoque do padrdo Tilosina foi preparada na concentragdo de 5,0 g L™ em
agua ultrapura. A solugdo de trabalho do padrdo (concentracdo 100,0 mg L) foi preparada pela
diluicdo de 2,0 mL da solugdo estoque para 100 mL usando-se leite. As amostras foram
adulteradas por meio da adicdo sucessiva de quantidades pré-estabelecidas do padrdo de
Tilosina (Tabela 1).

Em baldes volumétricos de 50 mL foram adicionados diferentes volumes da solucao de
trabalho, sendo avolumados com leite, de modo a obter as concentragdes de 10, 20, 30, 40, 50,
60, 70, 80, 90 e 100 g L* do padrdo para cada amostra e um branco, sem adigio do padrio. A
faixa de concentragdo utilizada (0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 pg L) foi definida
de acordo com os Limites Mé&ximos de Residuos (LMR) permitidos em legislacdo para
alimentos. A concentragdo maxima foi estabelecida como o dobro do LMR estabelecido para a
Tilosina em leite: 50 pug L™ (ANVISA, 2006).
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Tabela 1: Volumes da solucéo de trabalho acrescentada ao leite cru e respectivas concentragoes
do antibidtico Tilosina.

Aliquota Volume da soluc&o de trabalho (mL) Concentragdo de Tilosina (ug L)

1 0 0
2 0,05 10
3 0,10 20
4 0,15 30
5 0,20 40
6 0,25 50
7 0,30 60
8 0,35 70
9 0,40 80
10 0,45 90
11 0,50 100

As amostras de leite, com e sem adi¢do de padréo, foram transferidas para recipientes
plasticos proprios e compativeis com o equipamento contendo iguais quantidades do bactericida
Bronopol® (2-bromo-2-nitropropano-1,3-diol). Todas as amostras foram guardadas sob
refrigeracdo por 24 h para a realizacdo das analises espectrofotométricas por IVTF na

sequéncia.

2.4. Reagentes

O padrao analitico de Tilosina, de alta pureza, foi adquirido da Sigma-Aldrich (Saint
Louis, EUA). A agua ultrapura foi obtida em sistema de purificacdo da marca ELGA LabWater

(High Wycombe, Inglaterra), modelo Purelab Option-Q.

2.5. Andlise espectrofotométrica vibracional

As amostras de leite fluido puras e fraudadas com Tilosina foram analisados na regiéo
do infravermelho médio de 1000-3000 cm™* em equipamento da marca Bentley Instrument Inc,
modelo DairySpec FT (Minnesota, USA). O padréo solido de Tilosina foi analisado na mesma

regido espectral em equipamento Agilent, modelo Cary 630 (Santa Clara, USA). Os dados
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espectroscopicos foram obtidos com os softwares Microlab e Resolution Pro, da Agilent (Santa
Clara, USA), e usados para posterior caracterizagcdo dos espectros.

2.6. Andlise estatistica multivariada

Os dados obtidos nas andlises espectrofotométricas foram pré-processados para que
fossem eliminadas diferencas das unidades de medida das variaveis. Utilizando-se o programa
Microsoft Office Excel®, versdo 2010, os dados foram padronizados para média igual a zero e
desvio padrédo igual a 1, de acordo com a equacao:

variavel original — média

Variavel padronizada = - =
desvio padrao

Os dados padronizados foram organizados em matrizes através de vetores em linha e
coluna. Na matriz absorbancia cada espectro € representado como um vetor linha. Na matriz
concentracdo os valores de concentracdo de antibiotico para cada amostra sdo representados
como vetores coluna. As matrizes foram organizadas em pares, de forma que cada matriz
absorbancia tem uma matriz concentragcdo correspondente. O programa Statistical Analysis
System (SAS Institute Inc.) foi utilizado para realizar as quimiométricas: Andlise de

Componentes Principais e Analise de Regressdo por Minimos Quadrados.

Para a Analise de Regressdo por Minimos Quadrados, foi utilizado o algoritmo de
Kenstone para dividir os dados em dois conjuntos, um de treinamento (70% dos dados) e outro
de validacdo (30% dos dados). O conjunto treinamento, ou conjunto de calibracdo, dispde de
amostras cujas propriedades sdo conhecidas e sdo representativas das amostras reais a serem
analisadas. Este conjunto de amostras é usado para o desenvolvimento do modelo de calibragéo.
O conjunto validacdo deve dispor de amostras independentes das usadas na calibracao e suas
propriedades também devem ser conhecidas (ROGGO et al., 2007).

Na regressao por PLS, o numero de componentes determina a complexidade do modelo
e € necessario verificar a significancia de cada componente adicionada ao modelo e parar de
adicionar componentes quando sua inclusdo n&o for significativa. Para a avaliagdo do numero
de variaveis latentes que devem fazer parte do modelo foi utilizada a técnica de validacao
cruzada, que ajusta 0 modelo com uma observacdo retirada da amostra. Com o modelo
estimado, calcula-se a previsdo para essa observacao retirada. Esse processo é repetido até que
todas as observacdes da amostra sejam retiradas, suas previsdes calculadas e obtém-se com isso
uma estatistica de erro, que é a soma dos quadrados das diferencas entre os valores observados

e 0s previstos, sendo estes valores a soma dos quadrados dos residuos da predicdo (PRESS),
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gue estima a capacidade preditiva do modelo. Desta forma, com as estatisticas de erro para o
namero de componentes pode-se avaliar qual o nimero ideal de componentes que minimiza
essa estatistica (GARCIA et al., 2015).

3. Resultados e Discussao

3.1. Analise espectrofotométrica vibracional
3.1.1. Analise espectrofotométrica vibracional da Tilosina

O perfil espectroscopico da Tilosina foi caracterizado relacionando-se a posicao das

bandas de absorcdo (nimero de onda) e seus componentes (Figura 2).
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Figura 2: Espectro do padréo de Tilosina na regifo do infravermelho de 1000-3000 cm.

No espectro é possivel observar diversas bandas de absorcao, cujas posi¢des (numero
de onda) devem ser associadas aos grupamentos da molécula de Tilosina, que apresenta em sua
estrutura grupos funcionais éter, éster, aldeido, cetona, alcool e amina (terciaria), além de

insaturacdes. A identificacdo das bandas absorcdo foi realizada com base nos dados da
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literatura, que relacionam os grupos funcionais a bandas especificas no espectro infravermelho.
No entanto, deve-se considerar que as bandas podem ser influenciadas por efeitos de
conjugacéo ou efeito indutivo, ou seja, a posi¢cdo da banda pode ser alterada pela presenca de
grupos substituintes e proximos (ROHMAN e MAN, 2010).

O pico de absorcéo na regifo de 1620-1680 cm™ é atribuido a deformacdo de C=C. O
pico de absorcdo na regido de 1420 cm™ é atribuido a deformagéo angular de CH, adjacente a
carbonila. Na regifo de 1370-1390 cm™, o pico é associado a deformacio angular de CHs. A
banda de absor¢io de 2700-2850 cm™ é atribuida a vibracdes de deformacio axial C-H de
aldeidos. Pico na regido 2850-2960 é associado a deformacdo de C-H de alifaticos. Picos de
absorcdo na regido de 1180-1280 cm™ sdo atribuidos ao estiramento C-N em compostos
alifaticos (STUART, 2004; PAVIA et al., 2009).

A banda de absorgéo de 1050-1300 cm™ é associada ao estiramento C-O, de modo que
0 pico em 1100 cm™ é atribuido a alcoois secundarios, a regido de 1070-1150 cm™ ¢ atribuida
a éteres alifaticos, e os ésteres insaturados produzem duas bandas de absorcdo: 1020-1075 e
1200-1275 cm™. A banda de absorc¢do de 1660-1750 cm™ € atribuida a estiramentos simétricos
C=0, sendo a regido de 1730-1750cm™ associada a ésteres, de 1700-1730 cm™ a aldeidos e de
1650-1700cm™ a cetonas (STUART, 2004; PAVIA et al., 2009).

De acordo com Paesen et al. (1995), o pico de absor¢do em 1720 cm™ ¢ atribuido ao
grupo carbonila da lactona. Segundo Yin, Guo e Peng (2018), os picos nas bandas de 1560,
1510 e 1460 cm™ podem ser atribuidos a estiramentos de C=0 e C=C e 0 pico na regi&o de

1380 cm™ atribuido a deformagéo axial de C=0.

3.1.2. Andlise espectrofotométrica vibracional do leite fluido

As amostras de leite cru fraudadas e ndo fraudadas com Tilosina (10 a 100 pg L) foram
analisadas com o uso da espectroscopia na regido do infravermelho médio de 1000-3000 cm*
com transformada de Fourier. A caracterizacao do perfil espectroscépico do leite puro (Figura
3) foi realizada relacionando a posicdo (em namero de onda) das bandas de absorcdo e os

componentes da amostra. Da mesma forma, as amostras fraudadas (Figura 4).
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Figura 3: Espectro de leite fluido puro.

Analisando o espectro é possivel identificar a presenca de bandas de absor¢édo
associadas a caracteristicas estruturais das moléculas organicas presentes no leite, como lactose,
lipideos e proteinas. O pico de absor¢do em 1745 cm™ ¢ atribuido a estiramentos simétricos
C=0. O pico em 1660-1820 cm™ também atribuido ao grupamento C=0. Picos de absor¢io em
2350, 2850 e 2920 cm™ sdo atribuidos ao grupamento CH,. Picos em 1376 e 1458 cm™ séo
atribuidos ao estiramento C-H. Tais bandas de absorcdo caracterizam moléculas de gordura
presentes no leite e decorrem de vibracgdes de acidos graxos. Os lipideos também originam picos
em 1160 cm™, em razdo do estiramento C-O (STUART, 2004; GRELET et al., 2015).

As bandas que caracterizam a lactose encontram-se na regifo de 1030-1150 cm™. Os
picos de absorcdo em 1023 e 1148 cm™ sdo atribuidos ao estiramento C-O-C. A caracterizagio
das proteinas é baseada nas bandas de absor¢do das amidas. Pico de absorcéo na regido de 1650-
1660 cm* é associado a amidas primarias e secundarias, sendo atribuido ao estiramento C=0.
Na regifo de 1541-1547 cm™, o pico é associado a amida terciaria e é atribuido a deformagcéo
angular O=C-N e a estiramentos C-N e C=0. Essa mesma regido € associada deformacéo
angular N-H de aminas primarias e secundarias (STUART, 2004; GRELET et al., 2015).
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A sobreposicéo dos espectros de todas as amostras de leite fluido, puras e fraudadas com
Tilosina (10-100 pg L) foi realizada para comparar os perfis do leite puro e do leite adulterado

e verificar como a adulteracao é expressa no espectro (Figura 4).
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Figura 4: Sobreposi¢do dos espectros das amostras de leite puro e fraudadas com Tilosina.

Os espectros obtidos nas amostras puras e adulteradas néo se diferenciam (Figura 4)
indicando que a quantidade de padrdo adicionada ndo foi suficiente para que as caracteristicas
espectrais da Tilosina (picos caracteristicos do adulterante) fossem expressas nos espectros, ndo
sendo possivel reconhecer visualmente a contaminacéo de leite por residuos de Tilosina apenas

pela observacéo dos espectros das amostras de leite analisadas.

3.2. Analises estatisticas multivariadas

Atraves das andlises espectroscopicas foram observados 16 picos de absor¢do em
determinados nimeros de onda (cm™): 1043, 1072, 1111, 1161, 1248, 1316, 1379, 1405, 1458,
1542, 1631, 1673, 1744, 2340, 2853, 2925. Os dados espectrais foram organizados de modo

gue as variaveis independentes sdo 0s valores espectrais e as variaveis dependentes
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correspondem as concentragdes da substancia de interesse nas amostras. Inicialmente, os dados
espectroscopicos foram padronizados centrados na média. Apds a organizacao do conjunto de
dados, foram aplicadas as analises multivariadas, o método de classificacdo Anélise de
Componentes Principais e 0 método de calibracdo multivariada Analise de Regressdo por

Minimos Quadrados.

3.2.1. Analise de Componentes Principais

A andlise de componentes principais foi inicialmente aplicada para trés grupos de
amostras: leite puro (A), leite fraudado com Tilosina abaixo do LMR, 10-50 pg L™ (B) e leite
fraudado com Tilosina acima do LMR, 60-100 pg L™ (C). Os dois componentes principais (CP1
e CP2) explicam 83,83% do comportamento dos dados, dos quais 69,42% ¢é explicado pela CP1
e 14,41% pela CP2. A partir da relacdo dos escores obtidos com as componentes principais 1 e
2, foi possivel gerar um gréfico (Figura 5-1) para apresentar o comportamento das amostras de

leite puro e amostras fraudadas.
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Figura 5: Gréaficos de dispersdo em relacdo a CP 1 e CP 2. I: amostras de leite puro (A), leite
fraudado com Tilosina abaixo do LMR (B) e com Tilosina acima do LMR (C). Il: amostras de

leite puro (A) e leite fraudado com Tilosina (B).

Pode-se observar que ndo houve separacdo das amostras por nivel de concentracéo.
Como estes resultados foram ineficientes, um novo estudo foi realizado com apenas dois
grupos: leite puro (A) e leite fraudado com Tilosina, 10-100 pg L™ (B). Os dois componentes

principais (CP1 e CP2) explicam 84% do comportamento dos dados, sendo que 69,55% é
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explicado pela CP1 e 14,45% pela CP2. Esta analise também n&o foi eficiente para a separagao
dos grupos, muito embora tenha melhorado a identificacdo das amostras (Figura 5-11).

Em ambos os casos ndo houve separacdo das amostras por nivel de concentracdo, nem
tdo pouco a separacdo das amostras de leite puro das adulteradas. A ndo formacao de grupos
pode estar relacionada ao numero de amostras analisadas, uma vez que a amostragem estatistica
pode ndo dar uma imagem real completa e reprodutivel, e as baixas concentra¢es usadas neste
estudo, de modo que o espectrofotdmetro utilizado pode néo ter sensibilidade adequada e as
diferentes quantidades de Tilosina adicionadas ao leite ndo reproduzem diferencas

significativas nos espectros.

3.2.2. Andlise de Regressao por Minimos Quadrados

Em um teste preliminar, todos os dados padronizados (0 a 100 pg L) foram submetidos
a Analise de Regressdo por Minimos Quadrados, sendo verificado que para as concentracdes
de 0 a 20 pg L os valores reais divergiram muito dos valores preditos para algumas amostras,
comprometendo o ajuste do modelo gerado. Em razéo disto, os dados foram separados em dois
grupos: amostras com Tilosina de 0 a 20 pg L™ e amostras dopadas com 30 a 100 ug L™ de
Tilosina. Novamente, os dados padronizados foram submetidos a analise de PLS, desta vez
divididos em dois grupos (0 a 20 e 30 a 100 pg L), sendo ambos divididos em dois conjuntos,

um de treinamento (70%) e outro de validagéo (30%).

3.2.2.1. Amostras com Tilosinade 0 a 20 pg L

Analisando o conjunto de treinamento verificou-se que 15 fatores foram extraidos. Para
selecionar os fatores para o ajuste adequado do modelo foi levado em consideragdo a
significancia dos fatores. Para tanto, deve-se avaliar a variagdo percentual explicada pelos
fatores. Todos os fatores apresentaram p > 0,1, ou seja, sdo estatisticamente significativos. Os
15 fatores explicam 99,99% da variacao da resposta, enquanto é explicado 98,79% da variacéo

do preditor. Diante disto, todos os 15 fatores foram selecionados para fazer parte do modelo.

No grafico de carga de correlacdo (Figura 6) pode-se observar que as variaveis
relacionadas ao espectro sdo altamente correlacionadas, apresentando-se na maioria
aglomerada com relacdo positiva para o fator 1, enquanto algumas estdo negativamente
relacionadas ao fator 1, e a maioria relacionada positivamente ao fator 2. As amostras ndo

apresentaram grande correlacdo com estes fatores, estando no centro do gréafico.
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Figura 6: Grafico de carga de correlacao.

Ao avaliarmos a correlagdo entre os valores preditos e as concentracdes estudadas
observamos que o modelo apresentou RZ=0,9999 e R = 0,9999, indicando alta correlagéo entre
0 antibidtico estudado e os dados espectrais, assim como entre os valores observados e preditos,
e que o modelo foi capaz de predizer a concentracdo de Tilosina no leite nas concentracdes

estudadas (Figura 7).
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Figura 7: Grafico de correlacdo de valores observados e preditos.
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3.2.2.2. Amostras com Tilosina de 30 a 100 pg L™

Analisando o conjunto de treinamento 15 fatores foram extraidos e selecionados para o
ajuste adequado do modelo com base em suas significancias sendo avaliada a variacao
percentual explicada pelos fatores. Os 15 fatores apresentaram p > 0,1, ou seja, Sao
estatisticamente significativos. Os 15 fatores explicam 98,82% da variacdo da resposta,
enquanto 97,33% da variacdo do preditor € explicada. Diante disto, os 15 fatores foram

selecionados para fazer parte do modelo.

O grafico de carga de correlacdo (Figura 8) mostra que as variaveis relacionadas ao
espectro sdo correlacionadas e estdo, na maioria, aglomeradas com relagdo negativa para o fator
1, enquanto algumas estdo positivamente relacionadas a este fator. Em relacdo ao fator 2, a
maioria esta relacionada negativamente, mas algumas estdo positivamente relacionadas a este
fator. Por sua vez, as amostras no centro do grafico ndo apresentaram grande correlacdo com

os fatores.
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Figura 8: Grafico de carga de correlacéo.

Na Figura 9 é apresentado o grafico de correlagdo entre os valores preditos e as
concentragdes observadas. O modelo apresentou R? = 0,9882 e R = 0,9941 indicando alta
correlagéo entre as concentracdes e 0s dados espectrais e entre os valores observados e preditos.

Desta forma, é possivel afirmar que, na faixa de concentracdo estudada, o modelo apresentou
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capacidade de predicdo para a concentracdo de Tilosina em leite menor ou igual a0 LMR e

acima.
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Figura 9: Grafico de correlacdo de valores observados e preditos.

A anélise de regressdo por minimos quadrados (PLS) demonstrou-se adequada para o
objetivo proposto neste estudo. Diante dos resultados obtidos é possivel afirmar que hd uma
boa correlacdo entre as concentracdes de antibidtico e os dados espectrais. Os modelos gerados
apresentaram alta correlacdo entre os valores observados e preditos, sendo capazes de predizer,

com precisdo, a concentracédo de Tilosina no leite fluido.

4. Conclusodes

A analise de componentes principais ndo obteve sucesso na separa¢do das amostras de
leite puro e fraudado em funcdo da concentragdo de Tilosina. A espectroscopia no IVTF
associada a analise de regressdo por minimos quadrados pode ser usada como ferramenta para

a predicdo de Tilosina em leite fluido.
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IV — CAPITULO 2

EMPREGO DE ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO MEDIO ASSOCIADO
A QUIMIOMETRIA PARA DETERMINACAO DE TILOSINA EM LEITE
LIOFILIZADO

Alexandre Gomes Marques de Freitas, Sérgio Augusto de Albuquerque Fernandes, Leandro
Soares Santos, Larissa Cavalcante de Rezende

1. Introducéo

A producdo mundial de leite no ano de 2017 foi de 828 milhGes de toneladas, sendo o
Brasil um dos 10 maiores produtores mundiais. O Brasil foi o quinto maior produtor de leite do
mundo em 2016, responsavel por 4% da producdo mundial. Estima-se que do uso de leite para
produtos lacteos, 42,9% € de leite fresco e outros, 25,2% é para producdo de queijo, 23,1% é
para produzir manteiga, 5,1% é para leite em p6 desnatado e 3,7% para leite em pd integral
(FAO, 2019).

O leite em pd tem vida util muito maior do que o leite liquido, além de ter menores
custos de transporte e armazenamento. As técnicas de controle de qualidade para o leite em pd
sdo complicadas e demoradas, portanto, ha a necessidade de desenvolvimento de métodos mais

rapidos e eficientes para monitorar a qualidade do leite em p6 (LEI et al., 2010).

A Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (IVTF ou FTIR) tem
sido empregada para analise de alimentos e controle de qualidade, destacando-se por ser uma
técnica ndo destrutiva e eficiente na investigacdo de adulteracdo de produtos alimenticios
(DUARTE et al., 2002; RODRIGUEZ-SAONA e ALLENDORF, 2011; CEBI, YILMAZ e
SAGDIC, 2017). Essa técnica j& foi utilizada em varios estudos para a analise de leite e
derivados, tendo sido verificada a eficacia da técnica para a avaliagdo da composicao, deteccdo
da presenca de adulterantes e contaminantes e verificacdo de autenticidade (LEI et al., 2010;
CASSOLI et al., 2011; BOTELHO et al., 2015; POONIA et al., 2017).

A associacdo da espectroscopia no infravermelho e a quimiometria tem proporcionado
avancos para seguranca de alimentos e controle de qualidade, demonstrando-se répido, eficaz e
confidvel para a investigacdo da composicdo de alimentos, verificacdo de autenticidade,
identificacdo e quantificagdo de contaminantes alimentares e adulterantes em produtos
alimenticios (RODRIGUEZ-SAONA e ALLENDORF, 2011; SANTOS, PEREIRA-FILHO e
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RODRIGUEZ-SAONA, 2013; DOMINGO et al., 2014, POONIA etal., 2017; CEBI, YILMAZ
e SAGDIC, 2017; LEITE et al., 2019).

Apesar do exposto, ha uma quantidade limitada de estudos sobre a contaminacao de
leite por residuos de antibiototicos empregando a técnica IVTF e a quimiometria. Diante disto,
0 objetivo deste trabalho é o desenvolvimento de uma metodologia para a determinacdo de
Tilosina em leite, empregado a espectrometria no infravermelho médio associada a técnicas

quimiométricas.

2. Material e métodos

2.1. Amostras

Foram coletadas amostras de leite cru (1 L) oriundas de vacas de grupo sanguineo
Holandés/Zebu.

2.2. Delineamento experimental

As amostras foram coletadas em 61 propriedades rurais (Figura 1) e conduzidas sob
refrigeracdo até o Centro de Estudos em Leite. Cada amostra foi subdividida em 11 aliquotas
para a dopagem, sendo acrescentada a solucdo de Tilosina em volumes pré-estabelecidos para
obter as concentragdes de 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 pg L. Apds a dopagem,
as amostras foram congeladas e liofilizadas para posterior analise em espectrofotdbmetro no
infravermelho médio com transformada de Fourier (IVTF). Os dados espectrais obtidos foram

padronizados e submetidos a métodos quimiométricos de classificacdo e de regressao.
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Figura 1: Fluxograma das etapas envolvidas no desenvolvimento do método de determinacéo

de Tilosina em leite liofilizado.

2.3. Preparo das amostras

A solucdo estoque de Tilosina foi preparada em agua ultrapura, na concentracao de 5,0
g L. A solucdo de trabalho (100,0 mg L) foi preparada pela diluicio de 2,0 mL da solucéo
estoque para 100 mL em leite. As amostras de leite cru foram adulteradas pela adi¢do de
volumes pré-estabelecidas da solucdo de trabalho de Tilosina, sendo avolumadas para 50 mL
em bal6es volumétricos, obtendo assim as concentra¢des de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e
100 pg L™ do padrdo para cada amostra. Para cada amostra foi separado um branco analitico,

uma aliquota sem adicao de Tilosina.

As amostras de leite, com e sem adi¢do de padrdo, foram transferidas para frascos
eppendorf® de 2 mL e congeladas a -20 °C para posterior liofilizagdo & -48 °C + 2 °C e 0,100
mBar por 48 horas em liofilizador de bancada Labconco modelo FreeSone 4,5 L (Kansas,
USA).
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A faixa de concentracdo utilizada (0 a 100 pg L) foi definida de acordo com os LMR,
sendo a concentracdo maxima o dobro do LMR estabelecido para a Tilosina em leite: 50 pg L
L (ANVISA, 2006).

2.4. Reagentes

O padréo analitico de Tilosina, de alta pureza, foi adquirido da Sigma-Aldrich (Saint
Louis, EUA). A agua ultrapura foi obtida em sistema de purificacdo da marca ELGA LabWater

(High Wycombe, Inglaterra), modelo Purelab Option-Q.

2.5. Andlise espectrofotométrica vibracional

As amostras de leite liofilizado e o padrao sélido de Tilosina foram analisados na regido
do infravermelho médio de 650-4000 cm™ em equipamento Agilent, modelo Cary 630 (Santa
Clara, USA). Os dados espectroscopicos foram obtidos com os softwares Microlab e Resolution
Pro, da Agilent (Santa Clara, USA), e usados para posterior caracterizagdo dos espectros.

2.6 Andlise estatistica multivariada

Os dados obtidos nas analises espectrofotométricas foram pré-processados utilizando o
programa Microsoft Office Excel®, versio 2010, padronizados para média igual a zero e desvio
padrdo igual a 1. O algoritmo de Kenstone foi utilizado para dividir o conjunto de dados em
dois grupos: treinamento e validagdo. O programa Statistical Analysis System (SAS Institute
Inc.) foi utilizado para realizar as Analise de Componentes Principais, Andlise Discriminante,

Analise de Regressao Linear Mdltipla e Anéalise de Regressdo por Minimos Quadrados.

3. Resultados e Discussao

3.1. Analise espectrofotométrica vibracional
3.1.1. Analise espectrofotométrica vibracional da Tilosina

O espectro da Tilosina (Figura 2) foi caracterizado pela identificacdo das bandas
absorcdo e associacdo aos grupos funcionais presentes na molécula de Tilosina, que apresenta

as funcgdes éter, ester, aldeido, cetona, &lcool e amina (terciaria), além de insaturacfes. Na
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Tabela 1 sdo descritas as faixas dos picos observados no espectro e os grupos funcionais a que
sdo atribuidos (PAESEN et al. 1995; STUART, 2004; PAVIA et al., 2009; YIN, GUO e PENG
2018). Vale destacar que, apesar dos grupos funcionais absorverem em posi¢es (numeros de
onda) especificas no espectro infravermelho, as bandas podem ser influenciadas pela presenca
de grupos funcionais proximos (ROHMAN e MAN, 2010).

Absorbance

0,15

0,0 5

T T T T T T T T T T T T T T T 1
1000 15040 20040 2300 Joon 3300 4000 45010

Wavenumber cm'’

Figura 2: Espectro do padréo de Tilosina na regido do infravermelho de 650-4000 cm™™.
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Tabela 1: Bandas de absorc¢ao do espectro de Tilosina.

Faixa espectral (cm™)  Grupo funcional Observagéo

Deformacéo angular

670-970 CH=CH C-H no plano: 960-970 cm™
C-H fora do plano: 675-730 cm™*
Estiramento
1050-1300 c.o t&lcool (secundario: 1100 cm™)
Eter (alifatico: 1070-1150 cm™)
Ester (insaturado: 1070-1150 e 1200-1275 cm™)
1180-1280 C-N Aliféticos, estiramento
1370-1390 CHs Deformagé&o angular
1380 C=0 Deformacéo axial
1420 CH: Deformacéo angular
1460 C=C Estiramento
1560 C=0 Estiramento
1620-1680 Cc=C Deformacéo axial
Estiramento simétrico
Ester (1750-1730 cm™)
1660-1750 C=0 Aldeido (1730-1700 cm™)
Cetona (1700-1660 cm™)
Lactona (1720 cm™)
2700-2850 C-H Aldeido, deformacéo axial
2850-2960 C-H Alifaticos, deformacdo axial
3200-3600 O-H Deformacéo axial

3.1.2. Anédlise espectrofotométrica vibracional do leite liofilizado

Os espectros das amostras de leite liofilizadas, puras e com Tilosina (10 a 100 pg L™),
foram caracterizados relacionando as bandas de absorcdo (em nudmero de onda) as
caracteristicas estruturais das moléculas organicas presentes no leite (lactose, lipideos,
proteinas e carboidratos), conforme dados da literatura (STUART, 2004; PAVIA et al., 2009;
LEI et al., 2010; GRELET et al., 2015). A Figura 3 o espectro das amostras de leite puro
liofilizado e os principais picos de absorcéo atribuidos aos constituintes do leite sdo descritos

na Tabela 2.
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Figura 3: Espectro de leite liofilizado puro.

Tabela 2: Picos de absorcéo de componentes do leite.

Componente do leite  Numero de onda (cm™?)  Grupo funcional Observacéo
1160 C-O
1376 e 1458 C-H )
Vibracdes de
Gorduras 1747 C=0 _
acidos graxos
2350, 2855 e 2925 CH>
900 e 3200-3600 O-H
Oleo 722 -(CH2)n-
700
N-H Amidas
3070-3320
Proteinas 1541-1547 N-H Amida secundaria
1650-1660 C=0 Amida priméria
1241-1251 C-N Amida terciéria
Carboidratos 800-1000 Anel de carboidrato
C-O
1030-1150 C-C
Lactose C-0-C

3528 O-H
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Para comparar os perfis do leite puro e do leite adulterado foi realizada a sobreposicéo
dos espectros de todas as amostras de leite liofilizado, puras e fraudadas com Tilosina (10-100

ug L), sendo avaliado como a adulterago é expressa no espectro (Figura 4).

—— Absorbance (D)

Absorbance (10)
Absorbance (20)
) —— Absorbance (30)
0.4 —— Absorbance {40)
—— Absorbance (50)

—— Absorbance (80)
Absorbance (70)
Absorbance (80)
—— Absorbance (90)
— Absorbance (100)

Absorbance

0,0

! T I
2000 4000

Wavenumber cm’

Figura 4: Sobreposicdo dos espectros das amostras de leite puro e fraudadas com Tilosina.

Na sobreposicdo dos espectros de leite liofilizado puro e fraudado é possivel observar
visualmente que héa diferencas entre os espectros. Cada banda de absorcéo foi analisada, sendo
verificado que ndo ha tendéncia de aumento ou diminui¢do de absor¢do em funcdo do aumento

da concentracdo de Tilosina na amostra.

Na banda de absorc&o caracteristica da lactose (1030-1150 cm™) absorbancias maiores
foram obtidas para as amostras com 90 e 20 ug L de Tilosina, enquanto as menores foram das
amostras de 40 e 100 pg L. Outra banda atribuida & lactose (3100-3650 cm™), as maiores
absorbancias também foram observadas para as amostras com 90 e 20 pg L de Tilosina, e as

menores absorbancias para as amostras de 40 e 50 pg L.

Para a banda de absorc¢do caracteristica de gordura (2855 e 2925 cm™), foram obtidas
absorbancias menores para as amostras com 100 e 40 pg L™ de Tilosina e maiores para as
amostras de 50 e 60 pg L. Em outra banda caracteristica de gordura (1747 cm™), maiores
absorbancias foram obtidas para as amostras com 50 e 10 pg L™ de Tilosina e as menores

absorbancias para as amostras com 100 e 80 pg L™.
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As bandas de absorcdo especificas das proteinas (1541 e 1650 cm™) tiveram
absorbancias menores para as amostras com 40 e 50 pug L™ de Tilosina. As maiores absorbancias
foram obtidas para as amostras com 90 e 80 ug L para a primeira banda, enquanto 90 e 60 pg

L para a segunda banda.

Portanto, ndo foi possivel identificar como a Tilosina se liga aos componentes do leite,

nem téo pouco inferir sobre o0 comportamento das amostras.

3.2. Analises estatisticas multivariadas

Através das analises espectroscépicas foram observados 20 picos de absor¢do em
determinadas faixas espectrais (Tabela 3), observando o valor médio do méaximo do pico.

Tabela 3: Faixas espectrais dos picos observados no espectro do leite fluido.

Numero de onda (cm™)
De Até
1 3055,4 3471,01
2 2861,08 2966,44
3 2826,89 2874,83
4 2186,8 2196,3
5 1722,85 1766,9
6
7
8
9

1699,77 1719,51
1564,65 1702,93
1440,5 1470,8
1300,96 1334,78
10 1256,82 1288,89
11 1181,57 1202,88
12 1152,95 117791
13 1123,48 1148,35
14 1018,16 1064,34

15 975,74 1008,03
16 884,27 917,45
17 825,3 864,89
18 776,85 797,05
19 740,46 763,13

20 692,83 719,44
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Os dados espectrais foram organizados de modo que as variaveis independentes sdo 0s
valores espectrais e as varidveis dependentes correspondem as concentragfes da substancia de
interesse nas amostras. Os dados foram padronizados centrados na média e submetidos as
técnicas multivariadas: Analise de Componentes Principais, Andalise Discriminante e Analise

de Regressao por Minimos Quadrados.

3.2.1. Analise de Componentes Principais

Foi aplicada a ACP para amostras de leite liofilizado, puras e fraudadas com Tilosina
de 10 a 100 pg L. Inicialmente foi verificado que as variaveis (bandas de absor¢do) 2, 3, 11,
12 e 13 sdo redundantes e a variavel 4 ndo apresenta alta correlagdo com as principais

componentes, portanto, essas variaveis foram descartadas da andlise.

As duas componentes principais (CP1 e CP2) explicam 84,08% do comportamento dos
dados, sendo que 72,30% ¢é explicado pela componente principal 1 e 11,78% explicado pela
componente principal 2. Foi verificado que todas as varidveis possuem alta correlagdo com
CP1, exceto C5 que possui alta correlacdo com a CP3. A componente principal 3 explica 7,57%

do comportamento dos dados, explicando junto com a CP1 79,87%.

A partir da relacao dos escores obtidos com CP1 e CP2 (Figura 5-1) e da relagdo de CP1
e CP3 (Figura 5-11) foram gerados graficos para apresentar o comportamento das amostras de

leite puro e amostras adulteradas nas 10 diferentes concentragdes.
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Figura 5: Grafico de dispersdo das amostras de leite puro (0) e leite fraudado com Tilosina (10
a 100); I em relacdo a CP1 e CP2; Il em relacdo a CP1 e CP3.
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Pode-se observar que ndo houve separacdo das amostras por nivel de concentragdo
(Figura 5). Em razéo dito, um novo estudo foi realizado, separando as amostras em trés grupos:
leite puro, amostras fraudadas com antibiotico abaixo do LMR (de 10 a 50 pg L™?) e acima do
LMR (de 60 a 100 pg L ™). Neste estudo foram descartadas as variaveis 11, 12 e 13 por serem

redundantes e a varidvel 4 por ndo apresentar alta correlagdo com as principais componentes.

As componentes principais (CP1 e CP2) explicam 81,85% do comportamento dos
dados, sendo que 66,25% ¢ explicado pela componente principal 1 e 15,60% explicado pela
componente principal 2. As variaveis 2, 3 e 5 possuem alta correlacdo com CP2 e as demais
possuem alta correlagio com CP1. A componente principal 3 explica 10,33% do

comportamento das amostras, explicando 76,58% junto com a CP1.

A partir da relacdo dos escores obtidos com as CPs 1 e 2 (Figura 6-1) e da relacdo das
CP1 com CP3 (Figura 6-11) foram gerados os graficos para apresentar o comportamento das

amostras de leite puro e fraudadas com Tilosina acima e abaixo do LMR.
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Figura 6: Gréafico de dispersdo das amostras de leite puro e fraudadas com Tilosina abaixo do
LMR (10 a 50) e acima do LMR (60 a 100); | em relacdo a CP1 e CP2; Il em relagcdo a CP1 e
CP3.

Esta analise também ndo foi eficiente para a separacéo dos grupos de amostras fraudadas
e das amostras puras (Figura 6). Mais uma tentativa de separacéo foi realizada, desta vez para
as amostras de leite puro, leite fraudado e o padrédo Tilosina. Com base no primeiro estudo de

ACP, as variaveis (picos) 2, 3, 4, 11, 12 e 13 foram descartadas.
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A componente principal 1 explica 72,30% e a componente principal 2 11,78%,
explicando juntas 84,08% do comportamento dos dados. A partir da relagdo dos escores obtidos
com as CPs 1 e 2 foi gerado um grafico (Figura 7) para apresentar o comportamento das

amostras. Mais uma vez nao foi verificada a separacdo das amostras puras e fraudadas.
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Figura 7: Gréafico de dispersdo das amostras de leite puro, leite adulterado com Tilosina e padrao

do antibiético em relacdo a CP1 e CP2.

Nenhuma das analises de ACP aplicada obteve sucesso na separacdo das amostras de
leite liofilizado em funcdo da concentracdo de Tilosina. Conforme observado com a
sobreposicao dos espectros de leite liofilizado, puro e fraudado, as amostras ndo apresentaram
um padrdo de comportamento para a presenca de Tilosina em diferentes concentracdes de 10 a

100 pg L2, o que pode justificar a ndo formagéo dos grupos.

3.2.2. Andlise Discriminante

Inicialmente foi utilizado o algoritmo de Kenstone para separar o conjunto de dados em
dois conjuntos: treinamento (70%) e validacdo (30%). Como foi verificado na Analise de
Componentes Principais, as variaveis (bandas de absor¢édo) 2, 3, 11, 12 e 13 sdo redundantes e
avariavel 4 ndo apresenta alta correlagdo com as principais componentes. Portanto, assim como

na analise ACP, essas variaveis foram descartadas para as analises discriminante.

Foi aplicada a analise discriminante para amostras de leite liofilizado, puras e fraudadas
com Tilosina de 10-100 pg L. Na etapa de treinamento obteve-se taxa de classificagio de
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18,60%, 23,26%, 18,60%, 13,95%, para as amostras com concentragdo 0, 10, 20 e 30,
respectivamente. Para as concentracdes 40 e 50 a taxa de classificagédo foi de 16,28%. Para as
concentracdes 60, 70 e 80 obteve-se taxa de classificacdo de 6,98%, 9,30%, 6,98%,
respectivamente. A taxa de 37,21% foi obtida para as concentraces 90 e 100. Com os dados
do treinamento foi gerada a fungdo linear discriminante (Tabela 4). As varidveis 8 e 10

apresentam maior influéncia na geracdo das regras de discriminagé&o.



Tabela 4: Funcéo linear discriminante para amostras de leite puro (0) e fraudadas com Tilosina (10, 20, 30, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100).

Variavel 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Constante -113,595 -113,661 -115543 -115,887 -111,838 -114,829 -114,736 -113,695 -114,661 -117,005 -110,686
1 143,101 144,267 171,898 160,502 165,627 159,244 177,888 136,989 149,414 137,205 154,252
5 482,981 498,274 512,838 486,541 501,029 504,041 482,652 482,914 487,328 478,358 473,571
6 -305,106 -343,603 -307,503 -368,519 -246,772 -206,467 -262,068 -355,800 -327,899 -460,104 -257,779
7 -98,154  -59,198  -56,542  -68,399  -56,289  -75,765 -86,287 -52,0699 -64,372  -65,237 -99,241
8 537,750 629,438 404,082 565,759 457,494 548,869 496,363 507,364 483,659 519,046 434,030
9 1367 1212 1351 1334 1153 1232 1260 1272 1384 1341 1527
10 -844,717 -894,156 -776,151 -862,339 -711,642 -878,909 -751,596 -812,644 -828,493 -767,055 -829,274
14 -247541 -256,046 -221,066 -256,358 -229,284 -260,073 -190,929 -226,053 -233,725 -224,344 -237,610
15 48,673 48,510 -4,466 34,2781 25,999 70,772 -18,566 10,023 22,623 25,683 20,621
16 -195,096 -202,699 -185,116 -198,229 -214,232 -215,821 -233,567 -172,547 -201,616 -80,086 -283,692
17 1047 1143 1136 1122 1158 1082 1199 1125 1121 1053 1090
18 183,483 243,032 157,9369 226,928 151,074 230,425 130,496 214,477 174,637 99,488 275,044
19 58,887 91,582 65,408 48,562 125,391 97,259 91,147 53,321 81,173 128,961 -60,112
20 -139,190 -217,775 -153,635 -171,817 -196,539 -185,847 -184,492 -165,079 -183,264 -208,881 -118,575

61



62

A discriminacdo das amostras do conjunto de validagdo nos respectivos grupos (0, 10,
20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100) se deu com base nas regras de discriminacdo geradas na
etapa de treinamento, utilizando as fun¢Ges matemaéticas que sdo combinacdes lineares das
variaveis utilizadas (Tabela 4). Na etapa de validacdo foram obtidas baixas taxas de acerto: 0%
para as concentracdes 20, 70 e 80; 5,56% para as concentracdes 0, 10 e 60; 11,11% para a

concentragéo 50; 16,67% para as concentracdes 30, 40 e 90; 27,78% para concentragdo 100.

Como ndo houve separacdo das amostras por nivel de concentragdo, um novo estudo foi
realizado. AD foi aplicada para trés grupos de amostras: leite puro (A), leite fraudado com
Tilosina abaixo do LMR 10-50 pg L™ (B) e Ieite fraudado com Tilosina acima do LMR 60-100
ug L (C). Na etapa de treinamento obteve-se uma taxa de classificacdo de 93,33% para 0 grupo
A, 66,20% para o grupo B e 48,11% para o grupo C. A funcdo linear discriminante gerada com
os dados de treinamento é apresentada a seguir (Tabela 5). As variaveis (bandas de absor¢éo)
8, 9 e 17 apresentam maior influéncia para a geracao das regras de discriminagé&o.

Tabela 5: Funcéo linear discriminante para leite puro (A), leite fraudado com Tilosina abaixo
do LMR 10-50 pg L™ (B) e leite fraudado com Tilosina acima do LMR 60-100 pg L (C).

Variavel A B C

Constante  -95,678 -96,764  -96,757
1 49,184 83,424 86,105
5 280,301 287,74 267,512
6 -327,768  -353,46 -384,292
7 -143,400  -124,06 -138,549
8 826,913 782,245 780,899
9 496,606 421,525 481,877

10 -455,236  -372,517 -338,436
14 -162,027  -120,798 -109,346
15 -97,893  -170,989 -178,171
16 237,313 212,686 209,109
17 845,759 946,268 933,857
18 174,895 240,407 234,153
19 -193,343  -284,226 -307,281

20 109,614 119,283 114,972
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A discriminacdo das amostras do conjunto de validacao nos respectivos grupos (A, B e
C) se deu com base nas regras de discriminacgéo geradas na etapa de treinamento, utilizando as
fungBes matematicas que sdo combinagdes lineares das variaveis utilizadas (Tabela 5). Na etapa
de validacdo, a taxa de acerto foi de 61,54%, 23,91% e 50,55% para os grupos A, B e C,
respectivamente. Muitas amostras de leite liofilizado adulteradas com Tilosina foram
erroneamente classificadas como sendo leite puro. Portanto, ndo foi eficiente a discriminagéo
das amostras de leite liofilizado puras e adulteradas com Tilosina em diferentes niveis de

concentracao.

Mais uma vez, os resultados na analise discriminante ndo foram satisfatdrios, pois o
percentual de acerto foi baixo para todos os grupos. Em razéo disto, a AD foi dois grupos de
amostras: leite puro (A) e leite fraudado com Tilosina (B). Obteve-se uma taxa de classificagdo
de 60,47% para o grupo de amostras de leite puro e 60,42% para o grupo de amostras de leite
fraudado na etapa de treinamento. Com os dados do treinamento foi gerada a funcéo linear

discriminante (Tabela 6).

Tabela 6: Fung&o linear discriminante para leite puro (A) e leite fraudado com Tilosina (B).

Variavel A B

Constante  -0,088 -0,001
1 -0,326 0,033
5 -0,120 0,012
6 0,153 -0,015
7 -1,029 0,104
8 0,178 -0,018
9 1,407 -0,141
10 -0,622 0,063
14 -0,605 0,061
15 1,596 -0,161
16 -0,836 0,084
17 -0,555 0,056
18 -0,872 0,088
19 0,774 -0,078

20 0,699 -0,070
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As variaveis C7, C9 e C15 apresentaram maior influéncia na geracdo das regras de
discriminacdo, que foram usadas para a discriminagdo das amostras do conjunto de validagé&o.
Nesse estudo também foi observado baixa taxa de acerto. Na etapa de validacdo a taxa de acerto

foi 33,33% para amostras de leite puro e 52,46% para amostras de leite fraudado.

A discriminacdo dos grupos de amostras de leite liofilizado puro e fraudado com
Tilosina ndo foi satisfatéria em nenhum dos estudos apresentados. Como discutido
anteriormente, os espectros das amostras de leite liofilizado ndo apresentaram um padrdo de
comportamento em funcéo da concentracao de antibidtico presente, o que pode justificar a ndo

separacao das amostras de acordo com o nivel de Tilosina.

3.2.3. Andlise de Regressdo Linear Multipla

As amostras de leite liofilizado, puras e dopadas com Tilosina (0 a 100 pg L), foram
separadas em dois conjuntos de dados (treinamento e validacdo) usando o algoritmo de
Kenstone. Foi entdo aplicada a analise de Regressdao Linear Multipla, em busca de modelo
matematico de combinac&o linear capaz de predizer a concentracdo de Tilosina em amostras de
leite liofilizado com base nos dados espectrais. Foram testados os métodos Backward, Forward
e Stepwise para estimar os parametros de cada modelo (Tabela 7) e avaliar qual o mais

adequado.

Tabela 7; Parametros dos modelos de RLM.

Método R? R RMSE
Forward 0,0002 0,0141 33,204
Backward 0,0002 0,0141 32,714
Stepwise 0,0010 0,0316 32,415

RMSE - Root Mean Square Error, raiz do erro médio quadrético.

Comparando os métodos aplicados verificou-se que 0 método Stepwise é o que melhor
prediz a concentracdo de antibiGtico nas amostras, pois apresentou maior R e R? e menor
RMSE, indicando que hd um melhor ajuste do modelo e uma maior correlagdo entre os valores
reais e os preditos pelo modelo. O gréfico na Figura 8 apresenta a correlagcdo das concentracdes

preditas com as concentragdes reais utilizando o método Stepwise.
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Figura 8: Grafico de correlacdo de valores observados e preditos para modelo Stepwise.

Para todos os modelos foi verificado uma baixa correlagdo, portanto ndo ha uma relacao
linear entre a concentracdo de antibidtico adicionado ao leite e a intensidade das bandas de
absorcdo, comportamento este que ja havia sido observado com a sobreposicao dos espectros

das amostras de leite liofilizado, puras e fraudadas com Tilosina.

3.2.5. Andlise de Regressao por Minimos Quadrados

Inicialmente os dados foram divididos em dois conjuntos, um de treinamento (70%) e
outro de validacdo (30%), utilizando o algoritmo de Kenstone. Foi entdo aplicada a analise de
Regressdo por Minimos Quadrados, em busca de modelo matematico capaz de predizer a
concentragdo de Tilosina em amostras de leite liofilizado com base nos dados espectrais. O
namero de variadveis latentes que devem fazer parte do modelo foi determinado por validacéo

cruzada.

Foi aplicada a andlise PLS para amostras de leite liofilizado, puras e fraudadas com
Tilosina de 10-100 pg L. Analisando o conjunto de treinamento verificou-se que 15 fatores
foram extraidos. Os fatores foram selecionados para o ajuste adequado do modelo com base nas
suas respectivas significancias. Para tanto, foi avaliada a variagdo percentual explicada pelos
fatores. Apenas 4 fatores apresentaram p > 0,1 e foram selecionados para fazer parte do modelo.
Esses 4 fatores explicam 98,40% da variacdo do preditor, entretanto, estes fatores explicam

apenas 3,25% da variacao da resposta.

No grafico de carga de correlacdo (Figura 9) pode-se observar que as amostras estéo

dispostas no centro do gréafico, indicando que ndo apresentaram grande correlacdo com 0s



66

fatores. As variaveis relacionadas ao espectro sdo relacionadas positivamente com o fator 1,

enquanto em relacéo ao fator 2, a maioria esté relacionada negativamente.
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Figura 9: Gréfico de carga de correlagao.

Na Figura 10 é apresentado o grafico de correlacdo entre os valores preditos e as
concentracdes observadas. O modelo apresentou R? = 5x10° e R = 0,007, indicando uma baixa

correlagéo entre as concentracdes e 0s dados espectrais e entre os valores observados e preditos.
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Figura 10: Gréfico de correlacdo de valores observados e preditos.
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Foram testadas varias faixas espectrais a fim de identificar a faixa de maior
sensibilidade, em que caracteristicas espectrais da Tilosina sdo expressas, bem como obter um
modelo com melhor capacidade de predi¢do da concentragéo de Tilosina no leite liofilizado. Os

parametros de cada modelo (Tabela 8) foram comparados para avaliar qual o mais adequado.

Tabela 8: Faixas espectrais testadas e 0s respectivos parametros obtidos.

Tentativa de calibracéo Faixa espectral (cm™) R? R RMSE
1 650 a 3550 5x107° 0,007 32,920
2 650 a 1700 7,3x10* 0,027 32,820
3 1000 a 1600 0,0009 0,030 32,620
4 2500 a 3520 0,0025 0,050 31,760
5 3000 a 3400 0,0025 0,050 31,748
6 2150 a 2850 e 3100 a 3650  0,0032 0,057 31,736

Em nenhuma das faixas testadas foi verificada a correlacdo entre as variaveis preditas e
as reais, nem tdo pouco foi alcancada uma boa predicdo. Os resultados desta analise corroboram
com os resultados das demais analises quimiométricas empregadas, tendo sido verificado que
ndo ha uma relacdo linear entre a concentracdo de Tilosina adicionado ao leite e a intensidade

das bandas de absorcao.

4. Conclusdes

Os métodos de classificacdo Analise de Componentes Principais e Analise
Discriminante ndo foram eficientes na separacdo das amostras de leite em funcdo da
concentracdo de Tilosina. Os métodos de calibracdo multivariada RLM e PLS forneceram
modelos de baixa correlacdo, inadequados para a predi¢do das concentracGes de Tilosina em
leite liofilizado.
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