UNIVERSIDADE ESTADUAL DO SUDOESTE DA BAHIA — UESB t.)
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA E CIENCIA DE
ALIMENTOS

Area de Concentracdo: Ciéncia de Alimentos

USO DE AMOSTRAS SINTETICAS E CALIBRACAO MULTIVARIADA PARA
DETERMINACAO DE CIPROFLOXACINA EM LEITE LIOFILIZADO VIA
ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL

Discente: [zabelle Christinne Pereira Brito
Orientador: Prof. Dr. Sérgio Augusto de Albuquerque Fernandes

Coorientador (a): Dra. Rosangela Silveira Barbosa

ITAPETINGA
BAHIA — BRASIL
MARCO - 2026



IZABELLE CHRISTINNE PEREIRA DE BRITO

USO DE AMOSTRAS SINTETICAS E CALIBRACAO MULTIVARIADA PARA
DETERMINACAO DE CIPROFLOXACINA EM LEITE LIOFILIZADO VIA
ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL

Tese apresentada como parte das exigéncias
para obten¢ao do titulo de Doutora em
Engenharia e Ciéncia de Alimentos, no
Programa de P6s-Graduag@o em Engenharia
e Ciéncia de Alimentos da Universidade
Estadual do Sudoeste da Bahia.

Orientador: Prof. Dr. Sérgio Augusto de Albuquerque Fernandes

Coorientador (a): Dra. Rosangela Silveira Barbosa

ITAPETINGA
BAHIA — BRASIL
MARCO — 2026



1.
2.

637.127
B875u

Brito, Izabelle Christinne Pereira de.

Uso de amostras sintéticas e calibracdo multivariada para determinagdo de
ciprofloxacina em leite liofilizado via espectroscopia vibracional. / Izabelle
Christinne Pereira de Brito. — Itapetinga-BA: UESB, 2026.

128f.

Tese apresentada como parte das exigéncias para obten¢do do titulo de Doutora em
Engenharia e Ciéncia de Alimentos, no Programa de P6s-Graduagdo em Engenharia
e Ciéncia de Alimentos da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia. Area de
Concentragdo em Ciéncia de Alimentos. Sob a orientagdo do Prof. D. Sc. Sérgio
Augusto de Albuquerque Fernandes e coorientagdo da D. Sc. Rosangela Silveira
Barbosa.

1. Leite — Analise — Residuo de antibidtico. 2. Leite — Espectroscopia. 3. Leite —
Quimiometria. I. Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia - Programa de Pos-
Graduagdo de Doutorado em Engenharia e Ciéncias de Alimentos, Campus de
Itapetinga. II. Fernandes, Sérgio Augusto de Albuquerque. III. Barbosa, Rosangela
Silveira. IV. Titulo.

CDD (21): 637.127

Catalogagdo na Fonte:
Adalice Gustavo da Silva — CRB 535-5% Regido
Bibliotecaria — UESB — Campus de Itapetinga-BA

fndice Sistematico para desdobramentos por Assunto:

Produtos lacteos — Controle de qualidade
Industria lactea — Segurancga alimentar




144
% 7

A
UESB ......
Universidade Estadual do Sud da Bahia - UESB

Recredenciada pelo Decreto Estadual
N"16.825, de 04.07.2016

. Governo do
Estado da Bahia

PPGECAL

ENGENHARIA E
CIENCIA DE ALIMENTOS

DECLARACAO DE APROVACAO

Titulo: “USO DE AMOSTRAS SINTETICAS E CALIBRACAO MULTIVARIADA PARA
DETERMINACAO DE CIPROFLOXACINA EM LEITE LIOFILIZADO VIA
ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL’

Autor (a): IZABELLE CHRISTINNE PEREIRA DE BRITO
Orientador (a): Prof. Dr. Sérgio Augusto de Albuquerque Fernandes

Aprovado como parte das exigéncias para obtengio do Titulo de DOUTORA EM
ENGENHARIA E CIENCIA DE ALIMENTOS, AREA DE CONCENTRACAO:
CIENCIA DE ALIMENTOS, pela Banca Examinadora.

Documento assinado digitalmente Documento assinado digitalmente

b CAMILA MESSIAS BARBOSA SANTOS CALASANS ub BARBARA ELIZABETH ALVES DE MAGALHAES
g “ Data: 06/03/2026 14:54:50-0300 g Data: 04/03/2026 12:15:39-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br Verifique em https://validar.iti.gov.br
Prof.? Dr.* Camila Messias Barbosa Santos Prof.? Dr.* Barbara Elizabeth Alves de Magalhies
Calasans (IFAL)
(UESB)
Documento assinado digitalmente
Documento assinado digitalmente b WELLINGTON DA SILVA LYRA
b SERGIO DE SOUSA CASTRO g Vo Data: 12/03/2026 07:13:26-0300
g u Data: 14/03/2026 16:26:30-0300 Verifique em https://validar.iti.gov.br

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Prof. Dr. Sérgio de Sousa Castro Prof. Dr. Wellington da Silva Lyra
(UESB) (UFPB)

Documento assinado digitalmente

“b SERGIO AUGUSTO DE ALBUQUERQUE FERNANC
g Data: 18/03/2026 11:53:46-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

Prof. Dr. Sérgio Augusto de Albuquerque Fernandes
Orientador — UESB
Presidente da Banca

Itapetinga-BA, 04 de marco de 2026.



“O insucesso é apenas uma oportunidade para recomegar de novo com mais inteligéncia.”

Henry Ford



AGRADECIMENTOS
Agradego primeiramente a Deus por sempre me dar for¢cas e amparo em todos os

momentos de dificuldades, sem Ele ndo conseguiria chegar até aqui.

A todos os meus familiares em especial aos meus pais Claudia e Jovelino pelo suporte,
amor e carinho durante essa jornada.

A Matheus por todo apoio, companheirismo ¢ amor durante esses anos.

Ao meu orientador, professor Dr. Sérgio Augusto de Albuquerque Fernandes, pela
orientacdo, amizade e companheirismo.

A minha coorientadora Dra. Rosangela Silveira Barbosa e toda a equipe da EMBRAPA
— Clima Temperado, pela parceria e suporte.

A Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB), por ter me possibilitado
desenvolver este trabalho.

A Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado da Bahia (FAPESB) pelo fornecimento

da bolsa incentivando cada vez mais a pesquisa ¢ a ciéncia.



vii

SUMARIO
LISTA DE TABELAS ...ttt sttt sttt et sseenseenaenneenneas X
LISTA DE FIGURAS ...ttt ettt ettt et s et eseeseenaeeneeseennas Xi
LISTA DE EQUAGCOES ..ottt ene e xiii
LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS ..ottt Xiv
RESUMO ..ttt ettt ettt et st e b e e e e XV
ABSTRACT ...ttt sttt ettt ettt st e sttt e e at e bt et e st enaeenaeeanes XVi
CAPITULO I: REFERENCIAL TEORICO ........coovimiiieeeiieeeeeeeeeeeeeeee e, 17
L INEEOAUGAO ...ttt e e e et e e e e et e e e e ettt e e e e etaa e e e e aaaaeeeeanns 17
2. ReVISA0 d@ TTEEIATUTA ... ..eeiieiiiieiie ettt ettt ettt et e st e saeenneens 18
2.1. Producao de leite no mundo € n0 Brasil .............coooiiviiiiiiiiiiiieiiee e 18
2.2. Leite: aspectos nutricionais € qualidade ...........cccooeeriieiiieniienienieeeee e 20
2.3. Antibioticos de USO VELEIINATIO ....ceuverureriietieiieetieteeie ettt ettt ste e st sbe et saeenee e 21
2.3.1. FIUOTQUINOLONAS.......eieitiiiiieiieeiiieiteeee ettt ettt eaae et e e ebaesaaeesseessaeenseennaeenne 22
2.3.1.1. CIProflOXACINA......vierureeeiieiieeiietie et eteeeteeieesereebeeeaaeebeessseensaessseesseenssesnseenseeenns 23
2.4. Resisténcia ANtIMICTODIANG ......cc.eeiuiriiriieieeieeiiete ettt sttt 24
2.5. Legislagao sobre medicamentos de uso veterindrio em leite.........cocceeveeeerienieiieennnne 25
2.6. M¢étodos de deteccao e quantificagao de residuos de antibioticos em leite.................... 26
2.6.1. Espectroscopia no Infravermelho Médio por Transformada de Fourier................. 28
2.6.2. Espectroscopia no Infravermelho Proximo - NIR ... 30
2.7 QUIMIOMICIIIA ...eecuiiieeeeiiiee e ettt e e et e e e et e e e ee ettt e e e esaaaeeeeeeataeeeeeaseeeeesnsseeeeansaeeeeassseeeanns 32
2.7.1. Anélise de Componentes Principais - PCA.........ccooovvieiiiiniiiieeeeeeeeee e 33
2.7.2. Regressao por Componentes Principais - PCR .........cccoiiiiiiiiiiiiniiieeee 34
2.7.3. Regressdo por Minimos Quadrados Parciais - PLS ........cccooviiiiiiiiiiieee 35
2.7.4. Analise Discriminante por Minimos Quadrados Parciais — PLS - DA ................... 36
2.8. AMOSLIAS SINLETICAS. .. eeruvieiieiiiieiieeiteeiee ettt ettt et et e et et eeb e seesteesaeeenbeesseeenseesaeeenne 37
2.8.1. Geragao de amostras sintéticas via PCA ..........ccooooiiieiiiicecceeceee e 39
3 RETEIEINCIAS ...ttt ettt ettt et e e e et e st e et e neeenne 40
CAPITULO I1: OBJETIVOS ... 59
(0 oy 11 A I € 1S ¢ | PO SSSR 59
ODbjetiVOs ESPECITICOS ..vviiiiiiiiiiiieiiie ettt eee et et sebe e et eetbeeeaseeenaeas 59

CAPITULO III: ARTIGO I — USO DE AMOSTRAS SINTETICAS NA PREDICAO
QUIMIOMETRICA DE RESIDUOS DE CIPROFLOXACINA EM LEITE EM PO OBTIDO
POR LIOFILIZACAO UTILIZANDO ESPECTROSCOPIAS VIBRACIONAIS.................. 60

L INEEOAUGAO ..t e et e e e et e e e e et e e e e e aaa e e e e eabe e e e e taaaeeennes 60



2. Material € MELOAOS ....c..eeririiiiieieet ettt ettt st sa ettt 63
2.1 AIMOSITAS ..ttt ettt ettt ettt b et sh e et s e e e st e 63
2.2 Delineamento eXperimental ...........ccceeruieriiieriieniieniieeie et eiee e sae e e saeesee e e 63
2.3, LIOTIHZAGAO «.vveieieeeiee ettt e ettt e e e et e e e e aa e e e e e etaeeeeeaaaeeeann 64
2.4. Espectroscopia no infravermelho médio com Transformada de Fourier — FTIR- MIR 64
2.5. Espectroscopia no Infravermelho Proximo — NIR........cccccooviiiiiiiiccii e, 64
2.6. Pré-tratamento doS dadOS.......eeeuiiiiiiiieiieeee e 64
2.7. Geracao das amOStras SINEETICAS ........eeeeeeiureeeeeiiieeeeeiiteeeeeeieeeeeeereeeeeetaeeeeeeraeeeeeesseeeeanns 64
2.8. ANAliSES QUIMIOMEIIICAS .. .veevveenrieeiieetieeiteeteeeeteeteeseteeteessseeseessseeseessseenseesssesnseenssennns 66

2.8.1. Regressdo de minimos quadrados parciais - PLS............ccccooviiiiiniiiiniiieeee, 67
2.8.2 Regressao por Componentes Principais-PCR ..........cccoocieiiiiiiiiiiiieniieiecieeee, 69

3. Resultados € dISCUSSAD ...eeuveiuieiiiieiiieiteieet ettt sttt ettt et s e et ees 70
3.1. Geragao das amOStras SINEETICAS.....ccveeerreeerieeeiiieeriteeeireeeiaeesteeesireeesereeesreeessseeensseaans 70
3.2. Caracteristicas espectrais obtidas por MIR ............ccciiiiiiiiiiieeiiiece e 72

3.2.1. Leite [HOfIliZado PUIO ......eiieiiieciiieceeeee et e esaaeeens 72
3.2.2. Padrao de CiprofloXacing..........ccocuieiuieiiieiiieniiesiie ettt 74
3.2.3. Amostras originais fortificadas € SINtEtiCaS.........ceeevrerieeriieriieiiienie e 76

3.3. Caracteristicas espectrais obtidas por NIR .........ccccooviiiiiiiiiiiiiiniieieececee e 77
3.3.1. Leite [OfIliZado PUIO....cccuiiiiieiiicii ettt et 77
3.3.2. Padrao de CiprofloXacing.........c.cecvieruieriieniieeiiesiie et esiee et esieeereeseeeesreessneeseesene e 79
3.3.3. Amostras originais fortificadas € SINtEtICAS.........cocvevueriiriineiiirieeeiceeceeeee 80

3.4. Andlise MUltiVAriadas .........cooieiiiiiiieiii e 82
3.4.1. Regressdo de Minimos Quadrados Parciais — PLS ..o 82
3.4.1.1. Avaliagdo da robustez do modelo PLS por validagao Monte Carlo .................... 90
3.4.2. Regressao por Componentes Principais-PCR ..........ccoocevvviiiiiiiiinieeie e 92

4. CONCIUSAD ..ttt ettt st e b e et e bt e st e e bt e et e bt e st e e bt e eabeennees 94
5. RETEIENCIAS ...ttt ettt et ettt e 94

CAPITULO IV: ARTIGO II - USO DE ESPECTROSCOPIAS VIBRACIONAIS E
QUIMIOMETRIA PARA TRIAGEM RAPIDA DE CIPROFLOXACINA EM LEITE EM PO

OBTIDO POR LIOFTLIZACAO ... 101
L INEEOAUGAO ..t e e e e ettt e e e e tb e e e e e tbe e e e eaaaeeeeenaraeeeenees 101
2. Material € MELOAOS .......eeuiiriiiiieiieitieteee ettt sttt st 103
2.1 AIMOSITAS ..ttt ettt ettt ettt ettt naees 103
2.2. Delineamento eXperimental ...........cceeviieiiieniiiiiieeiieie et 103
2.3, LIOTIHZAGAO ..t e e e e e e et e e e et e e e e eanaee s 104
2.4. Espectroscopia no infravermelho médio (FTIR-MIR) ........cccccoviiniiiiniiiniininiineeene 104

2.5. Espectroscopia no infravermelho proximo (NIR).........oocvveviiiiiiiiiiiiieie e 104



2.6. Pré-processamento dos dados €SPECLTALS .....c..eeveeriieniieiiieiie ettt 104
2.7. AMOSLIAS SINEELICAS ..eeuvreuvieiiitieieeiierieet ettt ettt ettt et satesbe et et e saeentesieenbeenteas 104
2.8. ANAliSES QUIMIOMEIIICAS .....veeuvieereeiieeiieetieeieeteeeteesteeeeseenseessseessaessseenseesnseesseeenseensnes 105
2.8.1. Anélise de Componentes Principais — PCA ........cccooviieoiiieiiieeeeeeeeee e, 105
2.8.2. Analise de Minimos Quadrados Parciais - PLS-DA ..........cccoooiiiiiiiiiieeees 106

3. Resultados € DISCUSSAO......uiiiiuiiiiiiieeiii et eetee et et e e e e e taeeeeaeesaaeesaseeessseeessseesnseeennns 106
3.1. Investigagdo espectral e procedimentos de pré-processamento...........ccceeeeveeeenveeenneen. 106
3.2. AnAliSeS QUIMIOMEGIIICAS ...eecuvvreeirieeeiieeeitieesiieeesiteeestteeesareeeseeessseeessseeessseeensseeensseesseeas 109
3.2.1. Anélise de Componentes PrincCipaiS.........cccvereeeeueerieeiiienieeiienieeieenieeveeseeeseeens 109
3.2.2. Analise de Minimos Quadrados Parciais - PLS-DA ..........c.cccooviiiiiiiiiieceeee, 112
3.2.2.1. Avalia¢do da robustez do modelo PLS-DA por validagdo Monte Carlo ........... 121
1031 1o] 13 - T TSSOSO 122

5. RETEIEIICIAS oo e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e aaeeeeeeeeaaaaaaeeeeeeeananas 122



LISTA DE TABELAS

CAPITULO1

Tabela 1: Limites Maximos de Residuos de antimicrobianos em leite fluido e em po........... 25
Tabela 2: Regiao do numero de onda dos grupos funcionais no MIR. ............cccceeevveennennnne. 30
Tabela 3: Regidao do comprimento de onda dos grupos funcionais no NIR.............c...c.......... 31
CAPITULO III

Tabela 1. Parametros de calibragao dos modelos de regressao por minimos quadrados parciais
(PLS) obtidos a partir de espectros no infravermelho médio (MIR) e no infravermelho préximo
(NIR) para a predi¢ao da concentracdo de Ciprofloxacina em amostras de leite liofilizado de

VACAS (A TAGA JETSEY . ..eeuttiiuiietieetie ittt ettt ettt et e et e bt e et e bt e sabe e bt e e nbe e aeesabeesateenseenneas 83
Tabela 2. Métricas de desempenho dos dados de validagao com e sem outliers..................... 87
Tabela 3. Desempenho do modelo PLS-MIR-SNV com dados combinados avaliado por
simulagdo de Monte Carlo (média £ DP). ....ccccoooiiiiiiiiiiiiiiieceeecee e 90

Tabela 4. Parametros de calibragdo por regressdo em componentes principais (PCR) obtidos a
partir de espectros MIR e NIR para a predi¢do da concentracdo de Ciprofloxacina em leite

110f111Z2d0 A€ VACAS JEISCY. ...vvieeiieiiieiiieiie ettt ettt ettt et e e beesaeeesbeessaeseseesaaessseensaeensaens 93
CAPITULO IV

Tabela 1. Parametros de desempenho para os modelos PLS-DA usando espectroscopias MIR
€ INTR. ettt ettt e e e ta e e bt e e tb e e abe e ta e e beeetae et e e etaeebee st e enseenaaeenbeeeneas 113
Tabela 2. Matriz de confusdo para amostras de calibragdo e validagdo com base no modelo
PLS-DA, considerando dados MIR . ..........ouuuiiiiiiiiiiiiiiiiieieeieeeeieeeeeeeeeeeeeeeaeeeeeeeeesaeeaeseeeseeeaenanes 119

Tabela 3. Desempenho do modelo PLS-DA-MIR-DSG com dados combinados avaliado por
simulagao de Monte Carlo (mé€dia £ DP). ....c.cooviiiiiiiiiieeeceeceeee e 121



Xi

LISTA DE FIGURAS

CAPITULO1

Figura 1. Producao de leite em 2024 .........cooiiieiieeieeceeeeeee e 19
Figura 2. Producao de leite em PO 2022. ........ovieiiieeieeeiieeeeeeee e e 19
Figura 3. Estrutura basica das fluorquinolonas. ...........ccceeeeiieeciieeiieeciie e 22
Figura 4. Estrutura quimica da CiprofloXacina. ..........ccccceeeviieeiiieeiieeciie e eree e 23
CAPITULO III

Figura 1. Codigo para geracao das amostras sintéticas por espectros MIR e NIR.................. 66

Figura 2. Geragao de amostras sintéticas de leite de vacas da raga Jersey a partir de espectros
no infravermelho médio (MIR, A) e no infravermelho proximo (NIR, B), projetadas no espaco

de componentes principaisS (PCA). ..ccuiiiiiieee e 71
Figura 3. Espectro médio no infravermelho médio (MIR) de amostras de leite liofilizado puro
de VACAS dA TAGA JEISEY. .evvieiiiiiieiieeiiieciie ettt ettt e te et e etbeesteeeabeesabeesseensaesnseesaneesseessseenseens 73

Figura 4. Espectro no infravermelho médio por FTIR (MIR) do padrdo de Ciprofloxacina. .75
Figura 5. Espectros médios no infravermelho médio (MIR) de amostras de leite liofilizado puro
e fortificadas com diferentes concentragdes do padrao de Ciprofloxacina, considerando dados

originais (A) € SINLELICOS (B). wivoviiiiiiiieiie ittt et seaa e 76
Figura 6. Espectro médio no infravermelho préximo (NIR) de amostras de leite liofilizado puro
de VACaSs da TAGA JEISCY. .ocuviiiuiiiiieiieeiieiie ettt e ettt e te et esibeesteeebeesabeesbeensseenseesaneesseensseensaens 78
Figura 7. Espectro no infravermelho proximo (NIR) do padrao de Ciprofloxacina. .............. 79

Figura 8. Espectro médio no infravermelho proximo (NIR) de amostras de leite liofilizado de
vacas da raga Jersey fortificadas com diferentes concentragdes do padrdo de Ciprofloxacina,
considerando dados originais (A) € SINtEtICOS (B)...ccovvieeriiiieiiiieieeeieeee e 81
Figura 9. Grafico de correlacdo entre os valores reais e previstos pelo modelo PLS-MIR
utilizando dados combinados e pré-processamento por SNV, para conjuntos de calibragdo (A)
€ VAlIAACAOD (B 1utieiiiietieeie ettt ettt et e be e naeeneen 86
Figura 10. Loadings das variaveis latentes (LV1-LV5) do modelo de regressdo por minimos
quadrados parciais (PLS-MIR), desenvolvido a partir de espectros pré-processados por SNV,
para a predi¢do da concentrag¢do de Ciprofloxacina em amostras de leite liofilizado de vacas da
TAGA JEISEY ...uviiiiiiiiiiie ettt ettt et st st s ba e sbaee e 88
Figura 11. Coeficientes de regressdao do modelo de regressao por minimos quadrados parciais
(PLS-MIR), com pré-processamento por SNV, para a predi¢do da concentracdo de

Ciprofloxacina em amostras de leite liofilizado de vacas da raga Jersey. ......c..ccceevverueenuennnene 89
Figura 12. Variacao das métricas de desempenho obtidas nas 50 iteracdes do teste de Monte
Carlo, para o conjunto de calibragdo (A e B) e para o conjunto de validagao (C e D). ........... 91
CAPITULO IV

Figura 1. Espectro MIR processados por SNV (A), MSC (B), correcdo de linha de base (C) e

Figura 2. Espectro NIR processados por SNV (A), MSC (B), correcao de linha de base (C) e
DISG (D).eeteeieeeteete ettt ettt et ettt ettt b e e tb e te b e e b e eae e b e eateeteente et e eteenraas 108



xii

Figura 3. PCA dos espectros MIR (A, C) graficos de scores das amostras originais e dos dados

combinados, respectivamente e (B, D) loadings correspondentes as mesmas analises. ........ 110
Figura 4. PCA dos espectros NIR (E, G) graficos de scores das amostras originais e dos dados
combinados, respectivamente e (F, H) loadings correspondentes as mesmas analises.......... 111

Figura 5. Graficos de dispersao dos valores Y preditos pelo modelo PLS-DA para as diferentes
classes; A e C correspondem ao conjunto de calibragdo, enquanto B e D referem-se ao conjunto

de validagA0 EXLEITIA. ....veiiieiiiiieeeeiiie ettt ettt e e ettt e e e ettt e e e eetae e e e eeaeeeeeeaaaeeeeenraeaeaans 118
Figura 6. Graficos de scores (A) e loadings (B) do modelo PLS-DA. ........c.ccooviiiieeeiens 120



xiii

LISTA DE EQUACOES

CAPITULO I

2| LT Tor 1o T L PSSR 39
2| LT Tor 1o 1TSS 39
CAPITULO III

2| LT Tor To T PSSR 67
2| LT Tor 1o 1TSS 68
2| LT Tor 1o T PSPPSR 68
2| LT Tor 1o 2 PR PRRTPR 68
2| LT Tor 1o T P STSRRTS 69
e DTt To I SRR 69

e DT T T USSP 69



Xiv

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

CLAE - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

FAO - Food and Agriculture Organization - Organizagdo das Nagdes Unidas para a
Alimentagdo e Agricultura

FTIR — Fourier Transform Infrared Spectroscopy - Espectroscopia no Infravermelho Médio
por Transformada de Fourier

LMR — Limite Méaximo de Residuo

MAPA - Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento

MIR — Espectroscopia no Infravermelho Médio

MSC — Multiplicative Scatter Correction - Corre¢do de Espalhamento Multiplicativo
NIR — Espectroscopia no Infravermelho Préximo

OMS - Organiza¢ao Mundial da Satde

PAMVET - Programa de Andlise de Residuos de Medicamentos Veterinarios em Alimentos
de Origem Animal

PCA - Principal Component Analysis - Anélise de Componentes Principais
PCR - Principal Component Regression - Regressdo por Componentes Principais
PLS - Partial Least Squares — Regressao de Minimos Quadrados Parciais

PLS-DA — Partial Least Squares Discriminant Analysis - Andlise Discriminante por Minimos
Quadrados Parciais

r — Coeficiente de Correlacao

RER - Range Error Ratio - Razdo de Erro de Amplitude

RMSEC - Root Mean Square Error of Calibration - Erro Quadratico Médio de Calibragdo
RMSEP - Root Mean Square Error of Prediction - Erro Quadratico Médio de Predigao
RPD - Ratio of Performance to Deviation - Desvio Preditivo Residual

SNV — Standard Normal Variate - Variavel Normal Padrdo

VLs — Variaveis Latentes



XV

RESUMO

O uso inadequado de antibi6ticos em rebanhos leiteiros pode resultar na presenca de residuos
no leite em concentragdes superiores ao limite maximo de residuo (LMR) estabelecido pela
legislagdo, representando riscos a saude dos consumidores e contribuindo para o
desenvolvimento de resisténcia microbiana. Nesse contexto, cresce a demanda por métodos
analiticos rapidos, ndo destrutivos e confidveis, capazes de ampliar a frequéncia das analises
sem comprometer a qualidade dos resultados. Entre elas, destacam-se a Espectroscopia no
Infravermelho Médio com Transformada de Fourier (FTIR — Fourier Transform Infrared
Spectroscopy) e a Espectroscopia no Infravermelho Proximo (NIR — Near Infrared
Spectroscopy), consideradas promissoras por sua rapidez, baixo custo e carater ndo destrutivo.
O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma metodologia para detec¢do e quantificagao de
residuos de Ciprofloxacina em leite em p6 obtido por liofilizagdo, empregando técnicas
espectroscopicas vibracionais associadas a quimiometria ¢ a geracao de amostras sintéticas.
Foram coletadas amostras de leite de vacas da raca Jersey livres de antibidticos, as quais foram
adicionadas concentragdes conhecidas do padrao de Ciprofloxacina (25, 50, 75, 100, 125, 150,
175 ¢ 200 pg L™"). Em seguida, as amostras foram liofilizadas e analisadas por espectroscopia
no infravermelho médio (MIR) e préximo (NIR). Com o intuito de ampliar o conjunto amostral
e aumentar a robustez estatistica dos modelos, amostras sintéticas foram geradas a partir da
Analise de Componentes Principais (PCA — Principal Component Analysis) dos espectros MIR
e NIR. Foram considerados dois conjuntos de dados: Originais € Combinados (dados originais
combinados com sintéticos), submetidos a diferentes pré-processamentos espectrais, incluindo
Variavel Normal Padrdo (SNV — Standard Normal Variate), Correcdo de Espalhamento
Multiplicativo (MSC — Multiplicative Scatter Correction), Primeira Derivada de Savitzky—
Golay e Correcao de Linha de Base. Os conjuntos de dados foram avaliados por meio de
analises quimiométricas de predicao (PCR — Principal Component Regression / Regressao por
Componentes Principais e PLS — Partial Least Squares Regression / Regressao por Minimos
Quadrados Parciais), de classificacdo (PLS-DA — Partial Least Squares Discriminant Analysis
/ Andlise Discriminante por Minimos Quadrados Parciais) e analise exploratéria (PCA). Para
as analises exploratoria (PCA) e de classificagdo (PLS-DA), os dados (originais € combinados)
foram organizados em trés classes: classe 0 (sem adicdo de Ciprofloxacina), classe 1 (baixa
concentragdo: 25-100 ug L) e classe 2 (alta concentracdo: 125-200 pg L™'). As técnicas
espectroscopicas mostraram-se sensiveis para detectar as modificagdes quimicas associadas a
presenca de Ciprofloxacina, podendo consolidar-se como métodos rapidos e confiaveis para
investigagdo de residuos deste farmaco em leite em po liofilizado. O modelo PLS baseado em
espectros MIR, utilizando dados combinados e pré-processamento SNV, apresentou elevada
robustez e precisdo, com coeficiente de correlagdo (r) > 0,90, Razio entre o Desempenho e o
Desvio-padrao (RPD - Ratio of Performance to Deviation) > 4, Razao entre a Faixa e o Erro
(RER - Range Error Ratio) > 14 e Erro Quadratico Médio da Raiz (RMSE - Root Mean Square
Error) < 15 nas etapas de calibragdo e validacdo. A andlise PCR ndo apresentou desempenho
satisfatorio em nenhum modelo testado, enquanto a PCA ndo demonstrou separacao clara entre
as classes de concentracdo do analito. Por outro lado, a andlise PLS-DA, associada a
espectroscopia MIR, ao pré-processamento de primeira derivada de Savitzky—Golay e a
inclusdo de amostras sintéticas, alcangou exatidao média de 0,994 no conjunto de calibracao e
0,991 no conjunto de validagdo, com alta especificidade, sensibilidade e precisdo em todas as
classes. Conclui-se que a integragao de técnicas espectroscopicas MIR e NIR com ferramentas
quimiométricas avancadas e geracdo de amostras sintéticas constitui uma abordagem
inovadora, sustentavel e eficiente para a detec¢ao e quantificacao de residuos de Ciprofloxacina
em leite em po liofilizado. Essa metodologia demonstra elevado potencial para aplicagdo em
rotinas de controle de qualidade e seguranca alimentar na industria lactea, promovendo analises
mais rapidas, econdmicas e ambientalmente seguras.

Palavras-chave: MIR; NIR; Seguranca Alimentar; Amostras Sintéticas; Quimiometria.
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ABSTRACT

The inappropriate use of antibiotics in dairy herds may result in the presence of residues in milk
at concentrations above the Maximum Residue Limit (MRL) established by legislation, posing
risks to consumer health and contributing to the development of microbial resistance. In this
context, the demand for rapid, non-destructive, and reliable analytical methods has increased,
enabling a higher frequency of analyses without compromising result quality. Among these
methods, Fourier Transform Mid-Infrared Spectroscopy (FTIR) and Near-Infrared
Spectroscopy (NIR) stand out as promising techniques due to their speed, low cost, and non-
destructive nature. The objective of this study was to develop a methodology for the detection
and quantification of Ciprofloxacin residues in freeze-dried milk powder using vibrational
spectroscopic techniques combined with chemometrics and synthetic sample generation. Milk
samples were collected from Jersey cows free of antibiotics, to which known concentrations of
a Ciprofloxacin standard were added (25, 50, 75, 100, 125, 150, 175, and 200 pg L™"). The
samples were then freeze-dried and analyzed by mid-infrared (MIR) and near-infrared (NIR)
spectroscopy. To expand the dataset and increase the statistical robustness of the models,
synthetic samples were generated from Principal Component Analysis (PCA) of the MIR and
NIR spectra. Two datasets were considered: Original and Combined (original data combined
with synthetic samples), which were subjected to different spectral preprocessing techniques,
including Standard Normal Variate (SNV), Multiplicative Scatter Correction (MSC), Savitzky—
Golay First Derivative, and Baseline Correction. The datasets were evaluated using
chemometric analyses for prediction (PCR — Principal Component Regression and PLS —
Partial Least Squares Regression), classification (PLS-DA — Partial Least Squares Discriminant
Analysis), and exploratory analysis (PCA). For the exploratory (PCA) and classification (PLS-
DA) analyses, the datasets (original and combined) were organized into three classes: Class 0
(no Ciprofloxacin added), Class 1 (low concentration: 25—-100 pg L), and Class 2 (high
concentration: 125-200 pg L'). The spectroscopic techniques proved to be sensitive in
detecting chemical modifications associated with the presence of Ciprofloxacin and may
become rapid and reliable methods for investigating residues of this drug in freeze-dried milk
powder. The PLS model based on MIR spectra, using combined data and SNV preprocessing,
showed high robustness and accuracy, with a correlation coefficient (r) > 0.90, Ratio of
Performance to Deviation (RPD) > 4, Range Error Ratio (RER) > 14, and Root Mean Square
Error (RMSE) < 15 in both calibration and validation stages. The PCR analysis did not present
satisfactory performance in any of the tested models, whereas PCA did not demonstrate clear
separation between the analyte concentration classes. In contrast, PLS-DA analysis, associated
with MIR spectroscopy, Savitzky—Golay first derivative preprocessing, and the inclusion of
synthetic samples, achieved a mean accuracy of 0.994 in the calibration set and 0.991 in the
validation set, with high specificity, sensitivity, and precision across all classes. It can be
concluded that the integration of MIR and NIR spectroscopic techniques with advanced
chemometric tools and synthetic sample generation represents an innovative, sustainable, and
efficient approach for the detection and quantification of Ciprofloxacin residues in freeze-dried
milk powder. This methodology demonstrates high potential for application in quality control
and food safety routines in the dairy industry, promoting analyses that are faster, more
economical, and environmentally safer.

Keywords: MIR; NIR; Food Safety; Synthetic Samples; Chemometrics.
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CAPITULO I: REFERENCIAL TEORICO

1. Introducao

O leite ¢ amplamente reconhecido como um dos alimentos mais completos e essenciais
para a nutrigdo humana, por conter proteinas de alto valor biologico, lipidios, carboidratos,
vitaminas e minerais. Seu elevado valor nutricional faz com que ele e seus derivados
desempenhem papel fundamental na alimentagdo e na industria de alimentos, sendo

consumidos tanto em sua forma fluida quanto em produtos industrializados, como o leite em

J4

po.

Entre os métodos de obtencdo desse produto, destaca-se o spray drying, técnica
amplamente utilizada pela industria de laticinios por permitir a secagem rapida e eficiente do
leite liquido. No entanto, esse processo envolve temperaturas elevadas que podem causar
degradacdo de compostos termossensiveis, como vitaminas e proteinas, além de alterar
caracteristicas estruturais e funcionais de alguns componentes. Nesse contexto, o processo de
liofilizagdo surge como uma alternativa vidvel e vantajosa, pois preserva melhor as
propriedades nutricionais, fisico-quimicas e bioquimicas do leite, sendo especialmente indicado
para estudos laboratoriais que exigem alta precisdo analitica e estabilidade das amostras.

Na producdo leiteira moderna, ¢ comum o uso de medicamentos veterinarios,
especialmente antibioticos, para fins terapéuticos e profilaticos. No entanto, o uso inadequado
desses compostos pode resultar na presenga de residuos no leite, configurando risco a saude
publica e comprometendo a qualidade do produto. A Ciprofloxacina, pertencente a classe das
fluoroquinolonas, ¢ um dos antibidticos frequentemente utilizados em rebanhos leiteiros, e sua
presenca residual acima dos limites estabelecidos por 6rgdos reguladores representa uma
preocupacao crescente devido ao potencial de promover reagdes adversas € o desenvolvimento
de resisténcia microbiana.

Diante desse cenario, a detecgdo e a quantificacdo de residuos de antibidticos em leite
demandam métodos analiticos altamente sensiveis, seletivos e reprodutiveis. Embora técnicas
cromatograficas sejam tradicionalmente utilizadas como referéncia, elas apresentam limitagdes
associadas ao alto custo, tempo de analise e necessidade de preparo complexo de amostras.
Assim, métodos espectroscopicos, como os baseados nas regides do infravermelho médio
(MIR) e proximo (NIR), surgem como alternativas promissoras por serem técnicas rapidas, ndo
destrutivas e ambientalmente sustentaveis, capazes de fornecer informagdes fisico-quimicas e
estruturais de forma simultanea.

Apesar dos avancgos, a aplicagdo dessas técnicas em matrizes complexas, como o leite,
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ainda enfrenta desafios relacionados a variabilidade amostral e a constru¢do de modelos
quimiométricos robustos. A limitagdo no numero de amostras e na representatividade dos
conjuntos de dados pode comprometer o desempenho dos modelos preditivos. Nesse contexto,
a geragao de amostras sintéticas por meio da Analise de Componentes Principais (PCA -
Principal Component Analysis) apresenta-se como uma alternativa eficiente para expandir a
base de dados, preservando a estrutura multivariada original e aprimorando a estabilidade e a
generalizagao dos modelos desenvolvidos.

Dessa forma, este trabalho tem como objetivo aplicar técnicas espectroscopicas (MIR e
NIR) associadas a métodos quimiométricos e a geragdo de amostras sintéticas via PCA, a fim
de desenvolver uma abordagem inovadora, sustentavel e eficaz para a deteccdo, predigdo e
classificagdo de residuos de Ciprofloxacina em leite em p6 liofilizado, contribuindo para o

aprimoramento do controle de qualidade e da seguranga alimentar na cadeia produtiva leiteira.

2. Revisao de literatura

2.1. Producao de leite no mundo e no Brasil

A producdo mundial de leite, ¢ liderada pelo leite de vaca, que representa 81% da
producao total, seguida de 15% de leite de bufala. Os leites de cabra, ovelha e camelo totalizam
4% da producao global (LEITE, STOCK e RUBACK, 2022). A produgdo de leite de vaca ¢
difundida em todas as regides do mundo, e em 2024, a produgao mundial foi de 673,29 milhdes
de toneladas. A India neste ano, destacou-se como o maior produtor leiteiro, sendo responsavel
por 31% da producdo mundial, seguida da Unido Europeia e dos Estados Unidos da América

(USDA, 2025). A figura 1, mostra os dados dos principais produtores de leite em 2024.

Producdo de leite fluido em toneladas métricas

0-6.500.000  [6500.000~10.000.000 20.000.000 - 100.000.000 100.000.000
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Figura 1. Produgao de leite em 2024.
Fonte: USDA, 2025

O Brasil, no ano de 2024, ficou em 6° lugar no ranking dos maiores produtores de leite,
produzindo 25 bilhdes de litros (IBGE, 2025). Considerando que o Brasil tem mais de 1 milhao
de produtores distribuidos em praticamente todos os municipios nacionais, deste modo estima-
se que a cadeia produtiva do leite gere 4 milhdes de empregos nos seus diferentes segmentos,

resultando em valor bruto da produ¢do superior a R$ 49,9 bilhoes (BRASIL, 2021).

A relagdo da produ¢do mundial de leite em po € apresentada na Figura 2. Dados referentes
a producdo de leite em pd em 2022, destaca a Nova Zelandia, Argentina, Franga, Alemanha e
China como os principais produtores, produzindo mais de 62.000 toneladas anuais. Estes
numeros revelam que estes paises sao 6timos exportadores do produto e possuem uma cadeia
produtiva eficiente. Paises da Africa, América Central e partes da Asia registraram niveis baixos
de producao indicando limitagdes na industrializagdo do leite. A producado intermediaria (6.870
a 18.449 toneladas) foi registrada em paises como Estados Unidos, Brasil, Australia e Russia,
com capacidade de producdo significativa, mas ndo em nivel global. O Brasil apesar de ser um
grande produtor de leite fluido, a industrializagdo da matéria-prima em leite em p6 € mais

limitada (FAO, 2022).

Figura 2. Producdo de leite em p6 2022.
Fonte: FAO, 2022.

A producdo leiteira exerce importante papel na economia nacional, assim, o Ministério

do Desenvolvimento Agrario e Agricultura Familiar, tem como prioridade proteger e apoiar o
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setor, afim de ampliar a competitividade e a qualidade da cadeia leiteira nacional (EMBRAPA,
2024). Além de exercer papel fundamental na economia, o leite também se destaca pela sua
importancia nutricional, sendo consumido mundialmente, por ser fonte de nutrientes essenciais

para a alimentagdao humana.

2.2. Leite: aspectos nutricionais e qualidade

O leite de vaca e seus derivados se destacam por sua importancia nutricional, pois
fornecem aos consumidores, proteinas, minerais e vitaminas de alta qualidade (HASSEN et al.,
2022). A composi¢ao nutricional desta matéria-prima dependerd de fatores intrinsecos e
extrinsecos ao gado leiteiro, como: espécie; alimentacdo; ambiente de criacdo; saudabilidade e

bem-estar do animal (BEDNARSKI ¢ KUPCZYNSKI, 2024).

Visando apenas a lucratividade e a produtividade, alguns produtores adulteram o leite por
meio da adicdo de agua, glicose e isolados de proteinas de soja e ervilha, utilizados para
aumentar o volume do produto e substituir sua composi¢cdo por componentes nutricionais
inferiores (DU et al, 2018) além da adi¢do deliberada de formaldeido para aumentar a vida 1til

do produto (COIMBRA et al., 2020).

Além das adulteracdes o leite fluido e em p6 também podem sofrer contaminagdes fisicas,
quimicas e bioldgicas, devido ao ndo cumprimento das Boas Praticas de Fabricagdo e Manejo.
A contaminagdo fisica pode ocorrer pela presenca de pelos, areia, pedra ou qualquer outro
material estranho. A matéria-prima pode ser deteriorada por organismos microbioldgicos,
através da falta de higiene dos manipuladores, ao ndo higienizarem corretamente as maos e a
sala de ordenha, podendo ser fonte de transmissdo de micro-organismos deteriorantes e
patogénicos. J& a contaminagdo quimica pode acontecer, através da utilizagdo de produtos de
limpeza e da aplicacdo inadequada de medicamentos veterinarios (RAHEEM e NIAMAH,
2021; CALAHORRANO-MORENO, 2022).

A contaminacdo por medicamentos veterinarios esta diretamente relacionada a ocorréncia
de doengas infecciosas que acometem o rebanho leiteiro, como as mastites clinicas e
subclinicas. A mastite ¢ uma das doencas mais frequente no rebanho leiteiro, e implica
negativamente na produtividade e na economia (TOMMASONI et al., 2023). E causada por
micro-organismos, que infectam o rebanho, causando a inflamacdo da glandula mamaria e a
elevacao das células somaticas (ZIGO et al, 2021). A mastite clinica € caracterizada por
sintomas visiveis, como aparecimento de grumos no leite e inflamacdo das tetas

(SCHMENGER e KROMKER, 2020), j4 a subclinica é a forma mais prevalente da doenga, que
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conduz, na auséncia de sinais clinicos. Assim, faz-se necessario a tomada de decisoes corretas
e a aplicagdo de medidas adequadas, que sejam capazes de minimizar os fatores externos e

internos que aumentam a risco deste tipo de infeccdo (TOMMASONI et al., 2023).

Segundo Zigo et al. (2021) para prevenir a ocorréncia de mastites no rebanho leiteiro ¢
importante a implementacdo de boas praticas de higiene durante a ordenha, seguindo as
seguintes etapas: definir uma meta de satde da glandula mamaria; garantir alojamento limpo e
seco para os animais; adesdo a ordem das vacas leiteiras na sala de ordenha (vacas paridas,
grupos de produgdo, fim da lactacdo e tratadas); procedimento de ordenha escolhido
corretamente; cuidado com o equipamento de ordenha. Porém, quando o rebanho ¢
diagnosticado com essas enfermidades, o tratamento ¢ realizado com a aplicacdo de
antimicrobianos de uso veterinario (ZIGO et al., 2021). No entanto, a aplicacdo desses
medicamentos, na maioria das vezes, ¢ realizada pelos proprios produtores de maneira

inadequada, o que favorece a contaminacdo do leite pela presenga de residuos de

antimicrobianos.

2.3. Antibioticos de uso veterinario

A descoberta dos antibioticos em 1928, é considerado um marco historico, sendo
denominado como “drogas milagrosas”. A penicilina foi o primeiro antibiotico descoberto,
através de estudos realizados por Alexander Fleming, e a partir deste antibidtico, varias
pesquisas foram desenvolvidas em prol da obtencdo de medicamentos anti-infecciosos, para o

tratamento e controle de diversas doencas infecciosas (CANESCHI et al., 2023).

Os antibidticos sdo substincias encontradas em micro-organismos que passam por
processo de sintetizagdo, para serem utilizados no tratamento de infecgdes em humanos e
animais (QIAO et al., 2018). Os antibacterianos visam inibir vias ou estruturas essenciais para
o desenvolvimento do agente infeccioso, ou seja, bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
(KIM et al., 2023). A escolha do antibacteriano, ird depender do seu alvo. A maioria dos
antibidticos agem sobre as vias essenciais das bactérias, incluindo a replicagdo do DNA, a
transcrigdo do RNA e a traducdo das proteinas; e sobre as estruturas da parede celular e da

membrana bacteriana (SILVER, 2016).

Estas substancias podem ser classificadas com base na estrutura quimica em: -
lactamicos, lincosamida, vancomicina, teicoplanina, ansamicina, macrolideo, tetraciclina,
aminoglicosideo, fluoroquinolona e sulfonamida (HADDAD et al., 2024; LIMA et al. 2020;
KIM et al., 2023).
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Na criagdo animal, os antibidticos sdo utilizados ndo apenas para o tratamento de
infec¢cdes, mas também como aditivos alimentares, promovendo a engorda dos animais, e
consequentemente promove o aumento da produtividade (LOW et al., 2021). Neste sentido, as
classes de antibidticos mais usuais na pecudria, sao: sulfonamidas, tetraciclinas,
aminoglicosideos, cefalosporinas (B-lactdmicos) e fluorquinolonas (BARROS e DI STASI,
2012; THAI et al., 2023).

2.3.1. Fluorquinolonas

Fluorquinolonas, ¢ um grupo de antibidticos que visam inibir a a¢cdo de bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, no tratamento de infec¢cdes graves e invasivas em humanos e
animais (THAI et al.,, 2023). Este grupo de antibidticos é considerado um dos mais
desenvolvidos e representam umas das classes mais efetivas de agentes antimicrobianos
considerando os seguintes paramentros: amplo espectro de atividade, administragdes e

distribui¢@o nos tecidos infectados e o combate efetivo a bactérias (LUNGU et al., 2022).

As moléculas das fluorquinolonas sdo versateis e permitem melhorias nas propiedades
farmocinéticas e farmacodinamicas. A composi¢ao basica da classe das fluorquinolonas
apresentada na Figura 3, baseia-se no compartilhamento de dois anéis com um grupo carboxila
e um grupo cetona, a presenga do fluor adicionado a estrutura e um atomo de nitrogénio

(LUNGU et al., 2022).

Figura 3. Estrutura basica das fluorquinolonas.

Fonte: Kherroubi, Bacon e Rahman, 2024.

A classe das fluorquinolonas tem como objetivo inibir a enzima DNA girase de bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas. Ao serem aplicados para o tratamento de infec¢des os

antibidticos desta classe formam um complexo fluorquinolonas-enzima-DNA, assim a sintese
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do DNA ¢ inibida e o DNA ¢ clivado em ambas as fitas. A morte do agente infeccioso ira
ocorrer dependendo da concentracdo do antibidtico (RUSU et al., 2023).

A classe das fluoroquinolonas inclui diversos antibidticos, porém os de segunda geragao
se destacam pelo amplo espectro de acdo e elevada eficacia. Entre eles, destacam-se:
Norfloxacino, Pefloxacino, Ofloxacina e Ciprofloxacina (LUNGU et al., 2022). Em animais, a
Ciprofloxacina ¢ um dos antibidticos mais usuais para o tratamento de infec¢des causadas por

E. coli, Salmonella, Pasteurella e Mycoplasma (XIONG et al., 2023).

2.3.1.1. Ciprofloxacina

A Ciprofloxacina ¢ um antibidtico de segunda geracdo das fluorquinolonas, ¢
caracterizada por uma estrutura quimica tipica da classe (Figura 4), contendo um ntcleo
quinolonico, formado por um atomo de fluor, responsavel por melhorar a eficiéncia do
antibiotico, um grupo carboxilico e um grupo cetona, que juntos sdo essenciais para inibir a
replicagdo do DNA girase dos agentes infecciosos e possui também um anel piperazinico que
amplia sua atividade contra bactéria Gram-negativas (KHWAZA, MLALA ¢ ADERIBIGBE,
2024).

A Ciprofloxacina apresenta excelente atividade bactericida, principalmente contra micro-

organismos aerobicos Gram-negativos; o combate eficaz contra Pseudomonas aeruginosa ¢

destaque em estudos (BAGGIO e ANANDA-RAJAH, 2021).
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Figura 4. Estrutura quimica da Ciprofloxacina.

Fonte: Kherroubi, Bacon e Rahman, 2024.

A Ciprofloxacina ¢ um medicamento veterinario comumente usados na aquicultura e
pecuaria. Estudos relatam o uso do medicamento contra mastite clinica em bovinos,
salmonelose em frangos de corte e para aumentar a populacao de peixes (PELYUNTHA et al.,

2022; MARINS et al., 2024; BUSARI et al., 2024)


https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/escherichia-coli
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Em rebanhos leiteiros a Ciprofloxacina ¢ frequentemente usada no Brasil, por seu curto
periodo de caréncia (2 dias) em outros paises o periodo de caréncia pode chegar até § dias, e
por essa finalidade seu uso ¢ recomendado e aprovado em varios paises (BULA — CIPROLAC
OUROFINO SAUDE ANIMAL LTDA, 2016; MAHMOOD et al., 2016). Mas o uso
inadequado deste medicamento, pode conferir resisténcia antimicrobiana a classe dos

antibioticos (VASCO et al., 2024).

2.4. Resisténcia Antimicrobiana

Resisténcia bacteriana, refere-se a perda da eficiéncia do antibidtico de inibir ou matar o
micro-organismo infeccioso, em que o mesmo, adquire capacidade de suportar o efeito
bactericida ou bacteriostatico do antimicrobiano. Desta forma, o tratamento das infecgdes se
torna mais dificil e aumenta o risco de ocorréncia de outras doencas ¢ a até¢ a morte de animais

e de humanos (CHINEMEREM et al., 2022).

Na criacao animal os antibioticos sao usados também como aditivos alimentares, que
promovem o crescimento. Estima-se que 80% dos antibioticos produzidos sdo usados na
producdo alimenticia, e o uso indiscriminado destas drogas pode levar ao surgimento bactérias
resistentes, e efeitos negativos a satide do consumidor (LOW et al., 2021). A resisténcia
antimicrobiana aos antibidticos € cada vez mais preocupante ¢ abordada. Nesse sentido, o
conceito de Satide Unica e as diretrizes de administragdo de antibidticos impdem que as
industrias produtoras de alimentos supervisionem o uso de medicamentos antimicrobianos em
fazendas, a fim de diminuir o risco do surgimento de bactérias resistentes aos antibioticos

(LAMMIE e HUGHES, 2016).

Varias classes de antibidticos estdo associadas a disseminagdo da resisténcia
antimicrobiana, o que gera implica¢des para a satide publica e veterinaria. Entre elas, destacam-
se os macrolideos e as fluorquinolonas, classificados como prioridade na lista da Organizagao
Mundial da Satde (OMS) de Antimicrobianos Criticamente Importantes para a Medicina

Humana (RYAN, MCNEAL e CREDILLE, 2023).

O uso improéprio de antibidticos, como a superdosagem, o descumprimento do periodo de
caréncia e o emprego para fins de engorda, contribui para a presenca de residuos desses
medicamentos em produtos de origem animal, favorecendo o surgimento da resisténcia
antimicrobiana, o que representa uma preocupacgdo crescente para a saude publica. Espera-se
que essa resisténcia cause cerca de 10 milhdes de mortes humanas por ano até 2050 e tenha um

impacto econdmico de quase US$ 100 trilhdes globalmente. No intuito de minimizar estes
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impactos negativos, organismos nacionais e internacionais, sdo responsaveis por fiscalizar e
implementar normas que visam diminuir a presenca destes residuos em alimentos (BASSETTI

etal., 2017; MUTEEB et al., 2023).

2.5. Legislacao sobre medicamentos de uso veterinario em leite

Para enfrentar a problematica, presenca de residuos de antibidticos em leite, organizagdes
internacionais, como a Organizacdo das Nag¢des Unidas para a Alimentagdo e Agricultura
(FAO) e a OMS, elaboraram politicas especificas. No Brasil, o Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), juntamente com o Ministério da Saude (MS), colabora com
entidades internacionais na formulacdo dessas politicas. Entre as diversas agdes dessas
organizagdes, destacam-se a definicdo dos limites méaximos de residuos (LMR) para

medicamentos veterinarios permitidos (BRITO et al., 2024).

Segundo o Programa de Analise de Residuos de Medicamentos Veterinarios em
Alimentos de Origem Animal — PAMVET, o LMR ¢ a concentracdo maxima de residuos
provenientes do uso de um medicamento veterindrio considerada aceitavel. Esse limite ¢
estabelecido com base na quantidade e no tipo de residuos que nao representam risco para a
satide humana, levando em conta a Ingestdo Didria Aceitavel (IDA). Além disso, os LMR
consideram as boas praticas veterinarias e avaliam a presencga de residuos em alimentos de

origem vegetal e/ou no ambiente (BRASIL, 2007).

A Tabela 1, apresenta os limites maximos de residuos para os principais antibioticos

veterinarios permitidos.

Tabela 1: Limites Maximos de Residuos de antimicrobianos em leite fluido € em pd.

Classe Antibiotico LMR (ug L) Referéncia
Fluorquinolonas Ciprofloxacina 100 Uniao Europeia
B-lactimicos Cefalosporina:

Ceftiofur 100 Mercosul

Cefoperazone 50 Mercosul
Aminoglicosideos Neomicina 500 Mercosul
Tetraciclinas Oxitetraciclina 100 Mercosul
Sulfonamidas Sulfametazina 100 Mercosul

Fonte: Adaptado de BRASIL, 2007 ¢ UNIAO EUROPEIA, 2010.
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A deteccdo e quantificacdo de residuos em produtos de origem animal requerem métodos
analiticos especificos, sendo os testes de triagem e outras abordagens analiticas amplamente

empregados para essa finalidade (BRITO et al., 2024).

2.6. Métodos de deteccao e quantificacio de residuos de antibioticos em leite

Para a obtengao de leite com qualidade e seguranca, testes devem ser usados para detectar
a presenga de residuos de antimicrobianos no produto. Espera-se que estes métodos sejam
capazes de identificar uma ampla gama de antibidticos, com rapidez e baixo custo, mas a

maioria, ndo atende estes requisitos (VERCELLI et al., 2023).

M¢étodos qualitativos, sao largamente utilizados em fazendas produtoras de leite, para a
investigacdo da presenga de residuos de antimicrobianos. Sao métodos simples, rapidos e de
baixo custo, capazes de identificar a presenga ou auséncia dos residuos. Testes como
Delvotest® (BION et al., 2016; JAGESAR ¢ KERKHOF, 2023), Charm MRL® (SHI et al.,
2021; HASONOVA et al., 2025) e Snap Beta-Lactam® (DUREL, GALLINA E PELLET,
2019) baseiam-se em técnicas imunoldgicas e microbiologicas de identificacdo, mas sao
susceptiveis a resultados falso-positivos, fazendo-se necessaria a confirmagdo de amostras
positivas por métodos quantitativos (PACHECO-SILVA, SOUZA e CALDAS, 2014;
GRABSK et al., 2019).

Diversas metodologias analiticas tém sido empregadas para a detec¢do e quantificagdo de
residuos de antimicrobianos em leite e produtos lacteos, variando quanto a seletividade,
sensibilidade e aplicabilidade pratica. Entre os métodos convencionais, destacam-se os ensaios
microbiologicos, que se baseiam na inibigdo do crescimento bacteriano em presenca de
antimicrobianos. Esses testes apresentam a vantagem de detectar diferentes classes de
antibidticos em uma Unica analise, sendo uteis como triagem inicial (VERCELLI et al., 2023).
Entretanto, possuem baixa especificidade, limites de deteccdo elevados e demandam longos
tempos de incubagdo, o que limita seu uso para analises quantitativas precisas (CHEN et al.,

2018; WU et al., 2019).

Outra abordagem amplamente utilizada ¢ o imunoensaio, como o teste ELISA (Ensaio
imunoenzimatico - Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), que permite a detec¢do rapida e
sensivel de compostos especificos, sendo adequado para monitoramento de rotina (AHMED et
al., 2020; GETAHUN et al., 2023). Contudo, esse método depende de anticorpos altamente

especificos e pode sofrer reagdes cruzadas, além de apresentar limitagdes na quantificagdo exata
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e na identificagdo de multiplos residuos simultaneamente (SOTNIKOV et al., 2021; ZHOU et
al., 2018; CHEN et al., 2018).

Nos ultimos anos, tém ganhado destaque os biossensores € outros métodos instrumentais
alternativos, que oferecem rapidez, portabilidade e baixo custo operacional (SINGH et al.,
2023). Os biossensores eletroquimicos e 6Opticos, por exemplo, demonstram sensibilidade
adequada para triagens preliminares, mas ainda enfrentam desafios quanto a estabilidade,
reprodutibilidade e validagao para matrizes complexas como o leite (CHEN et al., 2018; ALIEV
et al., 2022).

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) destaca-se entre os métodos
quantitativos utilizados na analise de residuos de antimicrobianos em leite devido a sua elevada
sensibilidade, especificidade analitica e capacidade de quantificar compostos em niveis muito
baixos. Essa técnica cromatografica ¢ amplamente empregada em estudos de determinacdo de
antibidticos em alimentos de origem animal, pois permite separar eficientemente analitos em
matrizes complexas e fornece dados quantitativos confiaveis quando adequada a matriz e ao
analito de interesse. Além disso, variantes da CLAE acopladas a detectores sensiveis, como
espectrometria de massa, ampliam ainda mais sua capacidade de detec¢ao e identificagao de
multiplos residuos simultanecamente (PARMAR, CHAUBEY, GUPTA E BHARATH, 2021;
VERCELLI et al.,, 2023). Apesar das inimeras vantagens em utilizar a CLAE, este método
possui algumas limitagdes que devem ser consideradas. A técnica cromatografica requer
instrumentagdo de alto custo, as analises sdo demoradas (necessita de preparo de amostras), faz
uso de reagentes quimicos, além da necessidade de colaboradores devidamente treinados

(VERCELLI et al., 2023).

Neste contexto, técnicas espectroscOpicas vibracionais surgem como alternativas
promissoras para o controle rapido e ndo destrutivo de residuos de antibioticos em leite liquido,
em po ou liofilizado. A Espectroscopia no Infravermelho Médio por Transformada de Fourier
(FTIR) e a Espectroscopia no Infravermelho Proximo (NIR), especialmente quando associadas
a ferramentas quimiométricas, possibilitam a avaliagdo simultanea de multiplos constituintes
da matriz e a detec¢do indireta de contaminantes por meio de alteragdes no perfil espectral.
Essas técnicas oferecem vantagens como minimo preparo de amostras, rapidez e redu¢dao no
uso de reagentes quimicos, tornando-as adequadas para aplicagdes de triagem e monitoramento

(KURREY et al., 2019; FREITAS et al., 2021; CONCEICAO et al., 2024).
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Entretanto, apesar do avango tecnoldgico, as espectroscopias vibracionais ainda
apresentam limitacdes de sensibilidade quando comparadas as técnicas cromatograficas e
dependem fortemente da modelagem quimiométrica para interpretacao precisa dos espectros.
Ainda assim, representam um campo em expansao, com potencial para se consolidar como
ferramenta complementar ou substitutiva em analises de rotina, especialmente em laboratorios
de controle de qualidade e em sistemas de monitoramento rapido de residuos (FREITAS et al.,

2021; SANTANA et al., 2025; SANTOS et al., 2026).

2.6.1. Espectroscopia no Infravermelho Médio por Transformada de Fourier

A Espectroscopia no Infravermelho Médio por Transformada de Fourier, se destaca
como técnica que nao necessita de preparo de amostras, tem alto rendimento, baixo custo € nao
requer produtos quimicos perigosos, além de atuar como técnica qualitativa e quantitativa. O
MIR ¢ um método que permite a identificacdo de substancias por meio de vibragdes
moleculares. A espectroscopia baseia-se na interagdo entre a radia¢do eletromagnética e a
matéria, deste modo, os espectros de infravermelho fornecem a descri¢do de energia que a

molécula absorve mediante excitacdo (HASHIMOTO et al., 2024; SAJI et al., 2024).

Os espectros de infravermelho médio (MIR) sdo obtidos a partir de interferogramas
gerados por um interferdmetro de Michelson, iluminado por uma fonte térmica de amplo
espectro, geralmente um filamento de globo de Nernst ou SiC (HASHIMOTO et al., 2024). O
interferometro divide e recombina o feixe de radiacdo, criando um padrdo de interferéncia
dependente das diferencas Opticas de percurso. O sinal resultante, denominado interferograma,
contém informagdes de todas as frequéncias absorvidas pela amostra. A Transformada de
Fourier (FT), aplicada por meio de processamento matematico, converte esse sinal do dominio
do tempo para o dominio da frequéncia, produzindo o espectro de absor¢ao caracteristico do

material analisado (HOU et al., 2018).

No espectro resultante, cada banda de absor¢ao corresponde a vibracdo de um grupo
funcional especifico, associada as transi¢cdes entre niveis energéticos vibracionais de ligacdes
quimicas. As posigoes e intensidades dessas bandas sdo determinadas pela diferenga de energia
entre os estados vibracionais, sendo diretamente influenciadas pela for¢ca da ligacdo e pela
massa dos atomos envolvidos (GUERRERO-PEREZ e PATIENCE, 2020; FADLELMOULA
et al.,2022). Assim, o espectro MIR fornece uma impressao digital molecular da amostra,
permitindo a identificagdo qualitativa e, mediante calibracdo quimiométrica, a quantificagdo de

compostos organicos e inorganicos (FREITAS et al., 2021; SANTANA et al., 2025).
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Nos sistemas modernos, a aquisicdo dos espectros MIR ¢ frequentemente realizada
utilizando o acessorio ATR (Attenuated Total Reflectance), que permite a analise direta de
liquidos, pastas ou sélidos sem preparo prévio de amostra. O principio do ATR baseia-se na
reflexdo interna total da radiagdo infravermelha em um cristal de alto indice de refracdo, como
diamante, germanio ou seleneto de zinco (ZnSe) (MOHAMED et al., 2017; TKRACHENKO e
NIEDZIELSKI, 2022). Quando o feixe de luz incide no cristal e sofre reflexdo interna total,
uma pequena fracdo da radiagdo penetra na amostra, formando uma onda evanescente que
interage com a superficie do material. A absor¢ado dessa radiacao pela amostra ¢ entdo registrada
pelo detector, resultando em um espectro representativo de sua composicao superficial (HAAS

E MIZAIKOFF, 2016; MOHAMED et al., 2017; MENDES e DUARTE, 2021).

A principal vantagem do FTIR-ATR ¢ a simplicidade e rapidez da andlise, eliminando
etapas como moagem, secagem ou prensagem em pastilhas de KBr, exigidas em sistemas de
transmissdo convencionais. Além disso, a técnica permite obter espectros reprodutiveis de
amostras heterogéneas, imidas ou viscosas, caracteristicas comuns ao leite ¢ a produtos lacteos
(MENDES e DUARTE, 2021). Essa caracteristica torna o FTIR-ATR amplamente aplicavel
em estudos de alimentos e, mais recentemente, na deteccdo de residuos de antimicrobianos

(FREITAS et al., 2021; SANTANA et al., 2025; SANTOS et al., 2026).

Pesquisas recentes demonstram que o uso do MIR, aliado a estratégias quimiométricas,
permite detectar pequenas alteragdes no perfil espectral do leite decorrentes da presenga de
antibioticos, mesmo em baixas concentracdes (SAJI et al., 2024; FREITAS et al., 2021;
SANTANA et al., 2025; SANTOS et al., 2026). Essas alteragdes geralmente ocorrem em
regides espectrais associadas as vibragdes de grupos carbonila (C=0), amida (N-H e C—N) e
hidroxila (O—H), os quais sofrem influéncia da intera¢do dos antimicrobianos com proteinas e

lipidios da matriz (GUERRERO—PEREZ e PATIENCE, 2020; SANTOS et al., 2026).

Além disso, a espectroscopia no infravermelho médio apresenta excelente
repetibilidade, baixo consumo energético € requer minima manutenc¢ao instrumental, o que o
torna adequado para monitoramento rapido em laboratorios de rotina ou ambientes industriais
(COQUEIRO et al., 2024; FREITAS et al., 2025). Quando acoplado a métodos de aprendizado
de maquina e validagdo multivariada, tem se mostrado uma alternativa sustentavel e confiavel
para deteccdo e quantificacdo de residuos e avaliagdo da autenticidade do leite e derivados

(SAll et al., 2024; SANTANA et al., 2025).
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Os espectros obtidos na espectroscopia no infravermelho médio (MIR) sdo baseados nas
vibragdes fundamentais que estdo relacionadas aos grupos funcionais presentes nas amostras e

podem ser observados e registrados entre 4000 e 400 cm ! (SAJI et al., 2024).

A espectroscopia no infravermelho médio ¢ utilizada para detec¢do de contaminantes,
fraudes e até mesmo toxinas em produtos farmacéuticos, alimentos e na medicina humana (SU
e LEE, 2020; SONG et al., 2020; AHMAD e AYUB, 2022) e identificacdo pode ser associada

aos grupos funcionais presentes nas amostras (Tabela 2).

Tabela 2. Regido do numero de onda dos grupos funcionais no MIR.

Regidao do nimero de onda

Func¢ao Organica Grupo Funcional (cm )
Eter C-0 1150-1070
1310-1210
, Cc-O
Est 1750-1730
ster C=0
Cetona C=0 1750-1660
2850-2700
C-H
Aldeid 1740-1685
eido C=0
1200-1100
. Cc-O
Alcool -32
C00 O-H 3600-3200
Amina C-N 1360-1180
Alceno C=C 1680-1620
Alcano C-H 2950-2850
Cc-C 1200

Fonte: Adaptado de HAGE, 2012.

E importante destacar que essa tabela é genérica. Dependendo da matriz e de outras

condigdes, esses picos podem ser deslocados, sobrepostos e/ou mudar de intensidade.

2.6.2. Espectroscopia no Infravermelho Proximo - NIR

A espectroscopia no infravermelho proximo (NIR) destaca-se como uma técnica analitica
de baixo custo, ndo destrutiva e de facil manuseio, sendo amplamente utilizada em

investigacdes quimicas e industriais. Essa metodologia permite a identificagdo e caracterizagao
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de substancias com base nas absor¢des correspondentes a sobretons e combinagdes das bandas
fundamentais de vibragdo molecular, principalmente associadas aos grupos funcionais C—H, N—
H e O-H (BELLON-MAUREL et al., 2011). A Tabela 3, apresenta os comprimentos de onda
referentes aos grupos funcionais caracterizados por NIR.

Tabela 3. Regido do comprimento de onda dos grupos funcionais no NIR.
Comprimento de onda

Funcio Organica Grupo Funcional
(nm)
Alcano 1210 C-H
Alcano 1355-1400 C-H
Amida 1435 N-H
Alcool / Fenol 1480 O-H
Amida 1500 N-H
Alcool / Fenol 1540 O-H
Amida 1565 N-H
Alcano 1610-1725 C-H
Alcano 1780 C-H
Alcool / Eter 1820 O-H+C-0O
Eter 1955 C-0
Amida 2050 N-H + amida secundaria
Alcool / Fenol 2075 O-H
Amida 5155 Arn%da primaria + amida
terciaria
Alcool / Fenol 2255 O-H
Amida 2295 N-H + CO

Fonte: Adaptado de BEC, GRABSKA e HUCK, 2020

Deve-se enfatizar que a tabela tem carater ilustrativo, pois a atribui¢cao de bandas no NIR
¢ notoriamente desafiadora, em funcdo da alta sobreposi¢do de bandas harmonicas e

combinagdes vibracionais tipicas dessa regido espectral.

No contexto das andlises por espectroscopia no infravermelho préximo, destacam-se os
espectrometros NIR, amplamente utilizados para analises rapidas e ndo destrutivas de diferentes
tipos de amostras. Esses equipamentos operam, geralmente, na faixa espectral de
aproximadamente 1100 a 2500 nm e sdo aplicaveis a analise de amostras sélidas, pastosas ou

liquidas. Entre as tecnologias empregadas nesses instrumentos, destaca-se o sistema de
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varredura por monocromador rotativo, responsavel pela selecdo de comprimentos de onda
especificos da fonte de luz por meio de uma grade de difragao de alta precisdo (COQUEIRO et
al., 2024; FREITAS et al., 2025; CANDEIAS et al., 2025).

A Espectroscopia no Infravermelho Proximo tem sido amplamente empregada em
diferentes areas, como saude, agricultura e alimentos, devido a sua versatilidade, rapidez e
carater nao destrutivo. Em alimentos, destaca-se como uma ferramenta poderosa para
identificacao de fraudes, monitoramento da qualidade e deteccao de contaminantes, incluindo
residuos de antibioticos (ERLINGE et al., 2021; DU et al., 2022). Apesar de a regido espectral
do NIR conter informagdes quimicas relevantes, a alta sobreposi¢do espectral e a natureza
difusa das bandas tornam a interpretacao direta dos espectros desafiadora, exigindo o uso de

ferramentas quimiométricas avancadas para extracdo e modelagem dos dados (LUIZ et al.,

2018).

2.7. Quimiometria

A quimiometria ¢ uma 4area interdisciplinar que combina principios da estatistica,
matematica e ciéncia da computacdo para extrair informagdes relevantes de dados quimicos
complexos (ROHMAN et al., 2020; DUPONT et al., 2020). O termo foi introduzido na década
de 1970 e, desde entdo, tem se consolidado como uma ferramenta essencial na analise quimica
moderna, especialmente em técnicas espectroscopicas e cromatograficas (OLIVERI,

MALEGORI e CASALE, 2020; COQUEIRO et al., 2024; FREITAS et al., 2025).

A crescente complexidade dos sistemas analiticos € o grande volume de dados gerados
por instrumentos modernos tornaram inviavel a interpretacdo puramente visual ou univariada
(DUPONT et al., 2020). Nesse contexto, a quimiometria permite modelar relagdes entre
varidveis dependentes e independentes, identificar padrdes ocultos e construir modelos
preditivos robustos (OLIVERI, MALEGORI e CASALE, 2020; HOUHOU e BOCKLITZ,
2021). Assim, sua aplicagdo abrange desde o controle de qualidade industrial e autenticagdo de

produtos até a elucidag¢do de processos fisico-quimicos € 0 monitoramento ambiental.

O emprego de ferramentas quimiométricas tem sido amplamente difundido em diversas
técnicas analiticas, como a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) (PAGES-
REBULL etal., 2023; ZHANG et al., 2021), a Espectroscopia no Infravermelho Préximo (ZHU
et al., 2019; TEYE et al., 2019), a Espectroscopia no Infravermelho Médio (FATTAHI et al.,
2024; NAVID e AKBARI-HASANJANI, 2025) e a Espectroscopia Raman (NAVID e
AKBARI-HASANJANI, 2025; SANTOS et al., 2023), entre outras. Nessas abordagens, a
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quimiometria contribui para a extracdo e interpretagdo de grandes matrizes de dados,
permitindo a distingdo entre amostras, a quantificagdo simultanea de compostos e a detec¢ao de

adulteragoes.

Na érea de alimentos, a quimiometria tem se mostrado uma aliada estratégica no controle
de qualidade, autenticagdo e rastreabilidade de produtos, especialmente em matrizes complexas
como o leite ¢ seus derivados (NTAKATSANE et al., 2020; ZADE et al., 2023). A combinagao
de técnicas espectroscopicas (como NIR e MIR) com métodos quimiométricos possibilita
analises rapidas, nao destrutivas e com minima preparagdo de amostras, viabilizando a detecgao
de fraudes, a avalia¢do de pardmetros nutricionais e a identificagdo de residuos de antibioticos
(NTAKATSANE et al., 2020; ZADE et al., 2023; SANTANA et al., 2025; SANTOS et al.,
2026). Além disso, modelos multivariados permitem o monitoramento continuo da produgao
leiteira, assegurando a conformidade com padrdes regulatdrios e contribuindo para a seguranca

alimentar (FREITAS et al., 2021).

Entre os principais métodos quimiométricos empregados, destacam-se a Analise de
Componentes Principais (PCA), utilizada para explorar e reduzir a dimensionalidade dos dados,
identificando agrupamentos naturais e amostras atipicas (BIANCOLILLO e MARINI, 2018);
a Regressao por Componentes Principais (PCR), que combina a decomposi¢do dos dados com
a regressao linear (LEE et al., 2020); a Regressdo por Minimos Quadrados Parciais (PLS),
voltada para calibracdo quantitativa (GARCIA et al., 2015); e sua variacdo discriminante, a
Andlise Discriminante por Minimos Quadrados Parciais, amplamente aplicada em classificagao
de amostras e reconhecimento de padrdes (FOLLI et al., 2024). Esses métodos constituem a
base da analise multivariada moderna, sendo fundamentais para a interpretagao e predicdo em

sistemas quimicos complexos.

2.7.1. Analise de Componentes Principais - PCA

A Analise de Componentes Principais (Principal Component Analysis — PCA) € uma das
ferramentas mais empregadas em quimiometria para a exploragdo de dados multivariados,
sendo essencial na etapa de investigagdo inicial e no pré-processamento de modelos
supervisionados (JOLLIFFE e CADIMA, 2016; BIANCOLILLO e MARINI, 2018).
Desenvolvida originalmente por Karl Pearson em 1901 e posteriormente formalizada por
Harold Hotelling em 1933, a PCA tem como objetivo reduzir a dimensionalidade de um

conjunto de dados, preservando a maior variancia possivel (POGE e REINECKE, 2021).
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Em termos conceituais, a PCA transforma um conjunto original de varidveis
correlacionadas em um novo conjunto de varidveis ortogonais denominadas componentes
principais (PCs). Cada componente ¢ uma combinagdo linear das variaveis originais e ¢
calculada de forma a capturar o maximo de variancia remanescente nos dados, sob a restri¢cao
de ortogonalidade em relacdo as componentes anteriores (ANOWAR, SADAOUI e SELIM,
2021). Assim, a primeira componente (PC1) representa a maior parte da variabilidade total, a
segunda (PC2) descreve a maior variancia residual e assim sucessivamente, até que a variancia

cumulativa desejada seja alcancada.

A aplicacado da PCA permite identificar tendéncias, agrupamentos e outliers, sendo
amplamente utilizada na analise de dados espectroscopicos, como Espectroscopia no
Infravermelho Proximo, Espectroscopia no Infravermelho Médio e Espectroscopia Raman, para
distinguir amostras com base em diferencas quimicas sutis (COQUEIRO et al., 2024; FREITAS
etal.,2025; NAVID e AKBARI-HASANIJANI, 2025). Além disso, os scores e loadings obtidos
na decomposi¢ao auxiliam na interpretacao fisico-quimica dos dados: os scores representam as
amostras em um novo espago reduzido de varidveis (componentes), enquanto os loadings
indicam a contribui¢ao de cada variavel original na formacao dessas componentes (ANOWAR,

SADAOUI e SELIM, 2021; POGE e REINECKE, 2021).

2.7.2. Regressao por Componentes Principais - PCR

A Regressdao por Componentes Principais (Principal Component Regression - PCR) ¢
uma técnica multivariada amplamente utilizada na quimiometria para modelagem e predi¢ado
em sistemas complexos, sendo particularmente eficaz quando h4 alta correlagdo entre variaveis
explicativas (multicolinearidade) ou quando o numero de varidveis supera o numero de
amostras (BEGDACHE et al., 2019; AGARWAL et al., 2019). O método combina a Analise
de Componentes Principais (PCA) com a regressao linear multipla, substituindo as varidveis
originais por um conjunto reduzido de componentes principais ortogonais, que ret€ém a maior

parte da variancia dos dados e eliminam redundancias (MAYERHOFER et al., 2025).

Na PCR, as componentes principais sdo inicialmente obtidas a partir da decomposi¢ao da
matriz de preditores, € apenas as primeiras componentes (que explicam a maior propor¢ao da
variabilidade de X) sdo utilizadas para ajustar o modelo de regressao com a varidvel resposta.
Essa abordagem reduz o impacto do ruido instrumental e da colinearidade entre as variaveis,
tornando o modelo mais estavel e interpretavel (BEGDACHE et al., 2019; AGARWAL et al.,
2019; MAYERHOFER et al., 2025). Contudo, diferentemente da Regressio por Minimos

Quadrados Parciais (PLS), a PCR nao considera diretamente a correlagdo entre os preditores e
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a varidvel dependente durante a extracdo das componentes, o que pode resultar na inclusdo de

informacdes que pouco contribuem para a capacidade preditiva do modelo (LIU et al., 2022).

Apesar dessa limitagdo, a PCR continua sendo uma das técnicas mais aplicadas em
analises espectroscopicas e controle de qualidade de alimentos, permitindo a predigdo
simultanea de multiplos constituintes quimicos e a avaliagdo de parametros fisico-quimicos de
forma rapida e nao destrutiva (MOHD SALLEH e HASSAN, 2019; FLORES-VALDEZ et al.,
2020).

2.7.3. Regressao por Minimos Quadrados Parciais - PLS

A Regressdo por Minimos Quadrados Parciais (Partial Least Squares Regression - PLS)
¢ uma das técnicas mais amplamente utilizadas em quimiometria para modelagem de dados
espectrais e constru¢cdo de modelos preditivos multivariados (LIMA et al., 2020; GRELET et
al., 2024). Desenvolvida originalmente por Herman Wold na década de 1970 (WESTLAND et
al., 2019). Sua principal vantagem reside na capacidade de lidar com dados altamente colineares
e com numero de varidveis (p) superior ao nimero de amostras (n), condigao tipica de espectros
vibracionais obtidos por técnicas como Espectroscopia no Infravermelho Proximo e
Espectroscopia no Infravermelho Médio (JESUS et al., 2020; PEREIRA et al., 2021; FREITAS
et al., 2025).

Diferentemente da regressdo linear multipla tradicional, a PLS ndo busca ajustar
diretamente os coeficientes das varidveis originais, mas extrai variaveis latentes (VLs) ou
componentes principais que maximizam simultaneamente a covaridncia entre os espectros
(matriz X) e a variavel resposta (matriz Y). Assim, o método projeta X e Y em um novo espaco
de menor dimensionalidade, preservando a variabilidade relevante para a predicao (LIMA et

al., 2020; COQUEIRO et al., 2024; FREITAS et al., 2025).

Do ponto de vista pratico, a PLS apresenta elevada robustez e capacidade preditiva,
mesmo em conjuntos de dados com ruidos experimentais, sobreposicao de bandas espectrais e
variabilidade instrumental. Por essa razdo, tem sido amplamente aplicada em estudos
envolvendo determinacdo de constituintes quimicos, controle de qualidade e monitoramento de
processos industriais (LIMA et al., 2020; COQUEIRO et al., 2024). Em sistemas complexos
como o leite e seus derivados, a PLS permite quantificar simultaneamente multiplos analitos e
detectar pequenas variagcdes composicionais associadas a fatores tecnologicos ou adulteragdes

(PEREIRA et al., 2021; GRELET et al., 2024).
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Além disso, a eficiéncia da modelagem PLS depende criticamente da selecdo adequada
do nimero de variaveis latentes. A avaliacdo do desempenho do modelo ¢ realizada com base
em métricas como o erro quadratico médio de calibragdo (RMSEC), validagao (RMSECV),
previsao (RMSEP), o coeficiente de correlagdo (r) € o Desvio Residual da Predicao (Residual
Prediction Deviation -RPD), indicadores essenciais para aferir a confiabilidade e aplicabilidade
do modelo (JESUS et al., 2020; LIMA et al., 2020; FREITAS et al., 2025). De forma
complementar, abordagens modernas, como PLS Discriminante (PLS-DA), permitem a
classificagdo de amostras em diferentes grupos, tornando o método versatil tanto para fins

quantitativos quanto qualitativos (FOLLI et al., 2024).

2.7.4. Analise Discriminante por Minimos Quadrados Parciais — PLS - DA

A Andlise Discriminante por Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA) ¢ uma extensdo da
Regressdao PLS voltada para problemas de classificagdo multivariada, sendo amplamente
utilizada em quimiometria para identificar padrdes e distinguir classes de amostras com base
em dados espectrais complexos (FOLLI et al., 2024). O método foi introduzido a partir da
adaptacdo do algoritmo PLS, substituindo a varidvel resposta continua (Y) por uma matriz
categorica binaria, que codifica as diferentes classes sob investigacdo (RUIZ-PEREZ et al.,
2020, LASALVIA, CAPOZZI E PERNA, 2022). Essa modificagdo permite que a PLS-DA
modele a relagdo entre os espectros (X) e as categorias (Y) de forma supervisionada, extraindo
varidveis latentes que maximizam a separa¢do entre grupos € minimizam a variabilidade

intraclasse.

A principal vantagem da PLS-DA ¢ sua capacidade de lidar com dados colineares e de
alta dimensionalidade, tipicos de espectros NIR, MIR ou Raman, mantendo uma estrutura
interpretavel baseada em loadings e scores (SUN et al., 2020; ASRI et al., 2022). Essa
abordagem tem se mostrado eficaz na discriminag@o de amostras adulteradas, identificacdo de
origem geografica, autenticagdo de produtos e deteccao de contaminantes, especialmente em
matrizes alimentares complexas como leite, mel e azeite (AKBARI, BAIGBABAEI e
SHAHIDI, 2020; PEREIRA et al., 2021; EL MAOUARDI et al, 2024).

A avaliagdao do desempenho de modelos PLS-DA ¢ geralmente realizada por meio de
validacdo cruzada e conjuntos independentes de teste, utilizando métricas como acuracia,
sensibilidade, especificidade, precisao e analise de confusdao (FOLLI et al., 2024; COQUEIRO
et al., 2024). Embora seja uma técnica poderosa e interpretavel, a PLS-DA pode apresentar
risco de overfitting quando aplicada a conjuntos de dados com poucas amostras ou alto

desequilibrio entre classes, exigindo uma validagdo criteriosa e estratégias complementares,
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como o uso de Monte Carlo ou permutacdes aleatorias para verificagdo da significancia
estatistica (FOLLI et al., 2024, TODOROV, SEARLE-WHITE ¢ GERBER, 2020). Ainda
assim, a PLS-DA permanece como uma das ferramentas mais robustas e acessiveis para

classificagdo multivariada em estudos espectroscopicos € de quimiometria aplicada.

E importante destacar que modelos multivariados eficazes dependem de uma quantidade
representativa de dados para que possam aprender padrdes reais e generalizaveis. Quando o
numero de amostras disponiveis ¢ pequeno, a diversidade dos dados ¢ comprometida,
favorecendo o surgimento de modelos sobreajustados (overfitting), que apresentam bom
desempenho apenas nas amostras usadas para treinamento, mas falham ao serem aplicados a
novos conjuntos (SOLTANA, SABETZADEH e BRIAND, 2017; LI et al., 2017). Isso ocorre
porque o modelo ndo consegue capturar toda a variabilidade inerente a matriz analisada,
prejudicando sua capacidade de previsao e sua utilidade pratica (BABYAK, 2004). Uma
abordagem viavel para contornar essa limitagdo ¢ a utilizagdo de dados sintéticos, que

complementam o conjunto original e ajudam a ampliar o espago amostral de forma controlada.

2.8. Amostras Sintéticas

A geracao de amostras sintéticas tem se consolidado como uma estratégia promissora
para ampliar a robustez ¢ a representatividade de modelos quimiométricos, especialmente
quando h4 limitacdo no nimero de amostras reais disponiveis (FOLLI et al., 2024). Esses dados
artificiais sdo produzidos de forma controlada, a partir da estrutura estatistica do conjunto
original, mantendo as relagdes multivariadas entre as variaveis. Essa abordagem permite reduzir
o risco de sobreajuste e melhorar a capacidade preditiva dos modelos multivariados, como PCR,
PLS e PLS-DA, principalmente em contextos de alta dimensionalidade e baixo numero

amostral (SOLTANA, SABETZADEH e BRIAND, 2017; LI et al., 2017; FOLLI et al., 2024).

As amostras sintéticas podem ser geradas a partir de diferentes tipos de conjuntos de
dados, como espectros obtidos por Espectroscopias NIR, MIR, Raman, dados cromatograficos,
imagens hiperespectrais dentre outros (LIU et al., 2018; SALES et al., 2023; CHEN et al., 2025;
FOLLI et al., 2024). No caso dos espectros de MIR e NIR, essas técnicas fornecem matrizes de
alta dimensionalidade com forte correlacdo entre variaveis, cenario ideal para o emprego de
modelagens multivariadas e geracdo de amostras sintéticas (SALES et al., 2023; FOLLI et al.,
2024). O processo visa manter a estrutura de correlagdo entre as bandas espectrais, de modo a
garantir que as amostras artificiais representem realisticamente as variagdes quimicas e fisicas

dos sistemas analisados (CHEN et al., 2017; FIGUEIRA e VAZ, 2022; SUN et al., 2024).



38

Conhecer a natureza destes dados ¢ fundamental para a escolha do método de criagdo das

amostras sintéticas.

As técnicas mais utilizadas para geragao de amostras sintéticas incluem SMOTE (Técnica
de Superamostragem Sintética da Minoria - Synthetic Minority Over-sampling Technique),
Algoritmos GAN (Redes Geradoras Adversarias - Generative Adversarial Networks),
Interpolagdo Aleatdria Linear, Ruido Gaussiano e Anélise de Componentes Principais (PCA).
O SMOTE baseia-se na criagdo de novas amostras por interpolagdo entre observagdes reais da
classe minoritaria, equilibrando conjuntos de dados desbalanceados (ARSLAN et al., 2019;
KUMMER et al., 2022). Os algoritmos GAN utilizam redes neurais adversarias (uma geradora
e uma discriminadora) que competem entre si até que a geradora produza amostras sintéticas
indistinguiveis das reais (TANG et al., 2025; SIKIRU, AERNOUTS e ERKINBAEV, 2026). A
Interpolacdo Aleatéria Linear combina pares de amostras reais com pesos aleatorios, gerando
novos pontos dentro do espago amostral original (LI et al., 2020; WAN et al., 2023). A adicao
de Ruido Gaussiano, por sua vez, insere pequenas variagdes aleatorias controladas aos dados
originais, preservando a distribuicdo estatistica (MOMENY et al., 2023). Ja a PCA gera
amostras no espago latente das componentes principais, simulando novas observacdes com base

na variabilidade explicada do conjunto original (FIGUEIRA e VAZ, 2022; FOLLI et al., 2024).

Na area de alimentos, a utilizacdo de amostras sintéticas pode contribuir para o
desenvolvimento de modelos de classificacdo e calibracdo mais estaveis e generalizdveis.
Estudos recentes demonstram a eficacia dessa estratégia em analises de autenticidade, detec¢ao
de fraudes e seguranca alimentar (GEORGOULI et al., 2018; GENG et al., 2022; ZHANG et
al., 2023; MOMENY et al., 2023; GAO, XIAO e DENG, Z, 2024). Contudo, at¢ o momento,
nao ha registros na literatura de estudos que empreguem geragao de amostras sintéticas
especificamente para a deteccdo de residuos de antibidticos em leite, embora técnicas de
aumento de dados e aprendizado de maquina ja venham sendo aplicadas com sucesso na
modelagem fisico-quimica e detec¢dao de contaminantes em leite (WANG et al., 2025; SIKIRU,
AERNOUTS e ERKINBAEYV, 2026). Essa lacuna evidencia uma oportunidade relevante de
pesquisa, especialmente para aprimorar modelos de triagem e monitoramento de residuos em

matrizes complexas como o leite.

Assim, o uso de amostras sintéticas em quimiometria aplicada a alimentos representa uma
abordagem eficiente para lidar com limitagdes amostrais, reduzindo custos e ampliando a

robustez de modelos preditivos. No entanto, ¢ fundamental garantir que o método de geragdo
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preserve a estrutura estatistica dos dados e que as amostras artificiais sejam validadas

cuidadosamente, a fim de evitar a introducao de viés.

2.8.1. Geracao de amostras sintéticas via PCA

No contexto da geragdo de amostras sintéticas, a Analise de Componentes Principais €
utilizada para projetar os dados originais em um espaco latente, definido pelas componentes
principais (PCs). Inicialmente, o conjunto de dados original ¢ centralizado e, se necessario,
escalonado, garantindo que todas as varidveis contribuam de forma equilibrada para a
decomposi¢ao (NIU et al., 2024). Em seguida, os dados s3o decompostos em duas matrizes
fundamentais: a matriz de scores (T), que representa as amostras no espago das componentes
principais, e a matriz de loadings (P), que descreve o peso de cada varidvel original em cada
componente (FOLLI et al., 2024; GAO et al., 2024). Essa decomposi¢cdo ¢ expressa pela

equagao 1, onde E representa a matriz de residuos.

X=T-PP+E
Equacao 1

Com base nessa estrutura, as amostras sintéticas sdo geradas no espaco dos scores (T).
Cada componente principal, por capturar parte da variincia total dos dados, pode ser descrita
por uma distribuicdo estatistica, com média e variancia determinadas pelos scores originais.
Assim, o processo de geracdo consiste em simular novos scores artificiais para cada
componente. O nimero de componentes utilizados pode ser escolhido de forma a preservar a
maior parte da variancia explicada, garantindo que as novas amostras mantenham a coeréncia

estatistica do conjunto original (FOLLI et al., 2024; GAO et al., 2024).

Apoés a simulacdo, as novas observacdes sdo reconstruidas no espago original das
varidveis utilizando a relagdo inversa da decomposicdo (Equacdo 2) em que Xsint representa a
matriz de amostras sintéticas e Tsint os escores gerados artificialmente (GAO et al., 2024). Essa
etapa devolve as amostras ao dominio original (por exemplo, espectros de MIR ou NIR),
preservando as correlacdes entre varidveis e a estrutura multivariada tipica dos dados
espectroscopicos. Em seguida, as amostras sintéticas podem ser incorporadas ao conjunto real,

ampliando o espago amostral.

Xsint = Tsint - PT

Equacgdo 2
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Assim, a geragdo de amostras sintéticas por PCA representa uma forma robusta e
controlada de aumento de dados, capaz de aumentar a representatividade amostral ¢ melhorar
o desempenho de modelos multivariados em andlises de alimentos e outras matrizes quimicas

complexas.
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CAPITULO II: OBJETIVOS

Objetivo Geral

Aplicar técnicas espectroscopicas (MIR e NIR) associadas a métodos quimiométricos e a
geracdo de amostras sintéticas por PCA, visando desenvolver uma abordagem inovadora,
sustentavel e eficaz para a detec¢ao, predicao e classificagdo de residuos de Ciprofloxacina em

leite em pd obtido por liofilizagao.

Objetivos Especificos

e Analisar espectros nas regides do infravermelho médio (MIR) e proximo (NIR);
e Gerar amostras sintéticas por meio da Analise de Componentes Principais (PCA);
e Aplicar pré-processamentos espectrais ¢ métodos quimiométricos para desenvolver

modelos preditivos e classificatorio;

e Comparar o desempenho dos modelos de predicao e classificagdo.
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CAPITULO III: ARTIGO I — USO DE AMOSTRAS SINTETICAS NA PREDICAO
QUIMIOMETRICA DE RESIDUOS DE CIPROFLOXACINA EM LEITE EM PO
OBTIDO POR  LIOFILIZACAO  UTILIZANDO  ESPECTROSCOPIAS
VIBRACIONAIS

1. Introducio

Os antibioticos sdo substancias de origem natural ou sintética amplamente utilizadas no
tratamento e na preven¢do de infeccdes em humanos e animais. Na pecudria leiteira, esses
farmacos sao empregados principalmente no controle de enfermidades como a mastite
(inflamagdo a glandula mamaria) de animais lactantes, destacando-se as fluoroquinolonas, entre
elas a Ciprofloxacina. Em funcdo de seu amplo espectro de acdo contra microrganismos
patogénicos, seu uso € comum na pecudria leiteira (QIAO et al., 2018; XIONG et al., 2023).
Entretanto, o uso inadequado desses medicamentos, incluindo aplicagdes profilaticas
indiscriminadas ou o descumprimento do periodo de caréncia, pode resultar na presenca de
residuos em produtos de origem animal, como o leite e seus derivados. Isso representa riscos a

saude publica.

A ingestdo de residuos de antibioticos esta associada a diversos efeitos adversos a saude
humana, incluindo reacdes alérgicas, toxicidade e, sobretudo, o desenvolvimento da resisténcia
antimicrobiana, considerada um dos principais desafios sanitarios globais da atualidade
(KALUNKE et al., 2018). Diante desse cenario, organismos internacionais, como a
Organizacdo das Nacdes Unidas para a Alimentagdo e Agricultura (FAO) e a Organizacdo
Mundial da Saade (OMS), estabeleceram diretrizes rigorosas para o controle de residuos de
medicamentos veterinarios em alimentos. No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (Mapa), em conjunto com o Ministério da Satide (MS), atua na regulamentacao
e fiscalizagdo desses limites, seguindo organismos internacionais. De acordo com a legislagao
o limite maximo de residuo (LMR) para a Ciprofloxacina no leite ¢ de 100 pg L', sendo o
produto considerado improprio para consumo quando esse valor é excedido (UNIAO

EUROPEIA, 2010; BRITO et al., 2024).

A determinacdo de residuos de antibioticos em leite € tradicionalmente realizada por
técnicas analiticas consolidadas, como a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e a
Eletroforese Capilar, que apresentam elevada sensibilidade e seletividade. Contudo, esses
métodos requerem preparo extensivo das amostras, utilizacao de reagentes quimicos, elevando
o tempo analitico, limitando seu uso rotineiro em larga escala (BRITO et al., 2024). Em fung¢ado
da resposta analitica lenta, o nimero de amostras analisadas € baixo, o que tem causado criticas

a0 sistema avaliativo.
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Assim, embora a literatura cientifica seja escassa quanto a avaliagdo direta da percepg¢ao
de produtores e laticinistas sobre as perdas econdmicas decorrentes da demora nas analises
oficiais de residuos de antibidticos em leite, estudos qualitativos e de percepcao fornecem
subsidios relevantes para essa discussdo. Estudos indicam que os produtores de leite em
diferentes contextos produtivos, relatam custos econdmicos em funcdo das rotinas operacionais
que oneram o custo de producdo (BERNIER, et al., 2022; WEMETTE et al., 2020). Nesse
sentido, sistemas de controle baseados em analises laboratoriais confirmatoérias, especialmente
métodos cromatograficos, embora tecnicamente robustos, podem ser percebidos como entraves
operacionais quando ndo oferecem respostas em tempo compativel com a dindmica da cadeia

produtiva.

Dessa forma, ¢ plausivel inferir que a demora entre a coleta da amostra ¢ a liberacao do
resultado analitico oficial intensifique as perdas econdmicas percebidas pelos produtores, uma
vez que o leite permanece retido ou ¢ descartado. Ainda que os estudos disponiveis ndo abordem
explicitamente o tempo de resposta dos laboratorios oficiais, estes estudos sustentam a
argumentacdo de que atrasos nos processos de avaliacdo de residuos podem agravar custos
diretos e indiretos, reforcando a percepgao negativa sobre os sistemas de controle vigentes e
evidenciando uma lacuna relevante na literatura quanto a eficiéncia dos programas oficiais de

monitoramento de residuos de antibidticos no leite (BERNIER et al., 2022).

Nesse contexto, técnicas espectroscopicas no infravermelho t€m se destacado como
alternativas rapidas, ndo destrutivas e ambientalmente sustentaveis. A espectroscopia no
infravermelho proximo (NIR) ¢ amplamente empregada em andlises rapidas e aplicagdes
industriais; entretanto, suas bandas espectrais estdo associadas principalmente a sobretons e
combinagdes vibracionais, o que resulta em menor especificidade quimica. Ainda assim,
diversos estudos relatam seu potencial para a determinacdo de adulterantes em matrizes
complexas (RODRIGUEZ-HERNANDEZ et al., 2025; PEREIRA et al., 2024). A
espectroscopia no infravermelho médio (MIR), especialmente quando acoplada a transformada
de Fourier (FTIR), fornece bandas fundamentais diretamente relacionadas as vibragdes
moleculares, permitindo maior sensibilidade e especificidade na deteccdo e quantificagcdo de
compostos quimicos, como residuos de antibiodticos, em leite em p6 (HU et al., 2021; FREITAS

etal., 2021; SANTANA et al., 2025).

No presente estudo, optou-se pela utilizacao de leite em po liofilizado em detrimento do
leite em p6 obtido por spray drying (FREITAS et al., 2021; SANTANA et al., 2025;
PRIYADARSINI et al., 2025). A liofilizagdo ¢ um processo conduzido sob baixas temperaturas

e pressao reduzida, o que minimiza alteragdes fisico-quimicas e estruturais da matriz,
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preservando compostos termossensiveis (CAIS-SOKOLINSKA, TEICHERT ¢ GAWALEK,
2023; ZHOU et al., 2025). De acordo com o estudo de Santana et al. (2025), o uso de leite em
po liofilizado proporciona maior controle experimental, reprodutibilidade e confiabilidade na

constru¢do de modelos quimiométricos preditivos.

Assim como nos estudos de Santana et al. (2025) e Freitas et al. (2021), as amostras
analisadas neste trabalho ndo foram adulteradas, mas fortificadas com padrao de antibidtico em
concentragdes conhecidas e controladas. A fortificagao ¢ uma pratica amplamente empregada
em estudos analiticos e quimiométricos, pois permite avaliar de forma sistemdtica o
desempenho, a sensibilidade e a capacidade preditiva dos modelos desenvolvidos (BRITO et

al., 2024; FREITAS et al., 2021; ARSAND, 2016).

A associagdo das espectroscopias MIR e NIR com ferramentas quimiométricas tem se
mostrado altamente promissora para o desenvolvimento de modelos preditivos capazes de
estimar concentragdes de analitos a partir de dados espectrais. Métodos quimiométricos como
a Regressdao dos Minimos Quadrados Parciais (PLS) e a Regressao por Componentes Principais
(PCR) sao amplamente utilizados na construgdo de modelos de predi¢ao, permitindo a extracdo
de informacgdes relevantes de conjuntos de dados espectrais de alta dimensionalidade

(FREITAS et al., 2025; CHRISTOPHE et al., 2025; COQUEIRO et al., 2024).

Em andlises espectrais no MIR e NIR, caracterizadas por variaveis altamente
correlacionadas, a aplicagdo de pré-processamentos ¢ essencial para a constru¢do de modelos
preditivos robustos (RINNAN, VAN DEN BERG e ENGELSEN, 2009; SANTOS et al., 2026).
Técnicas como corre¢do de linha de base, varidvel normal padrao (SNV, Standard Normal
Variate), derivadas de Savitzky—Golay e correcdo de espalhamento multiplicativo (MSC,
Multiplicative Scatter Correction) sao empregadas para reduzir ruidos instrumentais e efeitos
fisicos indesejaveis, além de realcar variagdes espectrais associadas a concentragdo do analito,
contribuindo para a melhoria do desempenho dos modelos quimiométricos (CANDEIAS et al.,

2025; SANTOS et al., 2026).

A robustez dos modelos preditivos também depende da representatividade do conjunto
de dados, sendo que a limitagdo no numero de amostras reais pode comprometer seu
desempenho (HAO, LI e ZHANG, 2023). Nesse cendrio, a geracdo de amostras sintéticas tem
se mostrado estratégia eficiente para expandir conjuntos de dados espectrais e aumentar a
variabilidade estatistica. Além disso, fatores economicos e ambientais, como a reducdo de
custos analiticos e a minimizagdo do descarte de amostras, reforgam sua aplicacao (DONG et

al., 2022; KULKO, HANUS e ELSER, 2025; HELLEQUIN et al., 2025). A escolha do método
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para geracao de amostras sintéticas ¢ uma etapa crucial para a confiabilidade dos dados, pois
depende da natureza do conjunto original, dos objetivos do estudo e das técnicas estatisticas ou
quimiométricas empregadas. Entre os métodos mais utilizados destacam-se o SMOTE, os
algoritmos baseados em redes adversariais generativas (GANSs), a interpolagdo linear aleatoria,
a adicao de ruido gaussiano e a Analise de Componentes Principais (PCA) (HAO, L1 e ZHANG,
2023). Dentre essas abordagens, no presente estudo a PCA se destaca por sua capacidade de
preservar a estrutura de variancia e as correlagdes espectrais dos dados originais, sendo
especialmente adequada para dados MIR e NIR de alta dimensionalidade (FIGUEIRA e VAZ,
2022; FOLLI et al., 2024).

Diante desse contexto, o objetivo deste estudo foi o de usar as espectroscopias
vibracionais MIR e NIR associada a métodos quimiométricos, empregando geragdao de amostras
sintéticas via PCA, para o desenvolvimento de modelos preditivos robustos na determinagao de

Ciprofloxacina em leite em po liofilizado.

2. Material e Métodos

2.1. Amostras

Foram coletadas amostras de leite cru de vacas da raga Jersey, que ndo receberam
tratamento com antibioticos nos ultimos 60 dias, pertencentes ao rebanho da Embrapa Clima
Temperado, localizada no municipio de Pelotas, Rio Grande do Sul. Um litro de leite foi

coletado do tanque de refrigeracao e conduzido ao laboratorio para posterior analise.

2.2 Delineamento experimental

O padrao analitico do antibidtico Ciprofloxacina foi empregado em sua forma sélida (po).
Primeiramente, preparou-se uma solucao estoque de Ciprofloxacina em leite, com concentragdo
de 10.000 pg L', elaborada imediatamente antes do uso. A partir dessa solugdo, realizaram-se
diluicdes sucessivas até atingir uma concentracao correspondente ao dobro do Limite Maximo
de Residuos (LMR) estabelecido para o composto, obtendo-se assim as seguintes
concentragdes: 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175 ¢ 200 png L™'. A amostra controle (0), denominada
amostra pura, nao recebeu adicdo do antibidtico. A fortificacdo das amostras foi conduzida
durante cinco dias consecutivos para cada nivel de concentracdo, assegurando a
homogeneizagdo por agitacdo manual durante 1 minuto. Em seguida, as amostras foram
encaminhadas para liofilizagdo no Laboratdrio de Analise de Alimentos da Embrapa Clima
Temperado e, posteriormente, analisadas no Laboratorio do Centro de Estudos em Leite (CEL),

vinculado ao Departamento de Tecnologia Rural e Animal.
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2.3. Liofilizacao

As amostras de leite, com e sem adicdo de padrdao, foram transferidas para frascos
eppendorf® de 2 mL e congeladas a -20 °C para posterior liofilizacdo a -48 °C + 2 °C ¢ 0,100
mBar por 48 horas em liofilizador de bancada L.108, LioTop (Sao Paulo, Brasil).

2.4. Espectroscopia no infravermelho médio com Transformada de Fourier — FTIR- MIR

As amostras de leite liofilizado puras e fortificadas com padrao de Ciprofloxacina foram
analisados na regido do infravermelho médio de 4000-650 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
caracterizacdo dos espectros. Para a analise, uma pequena quantidade de cada amostra foi
depositada diretamente sobre a superficie do cristal de diamante. Em seguida, foram coletados
os espectros no modo de absorbancia por meio da incidéncia dos raios infravermelhos,

utilizando a técnica de reflectancia total atenuada (ATR).

2.5. Espectroscopia no Infravermelho Proximo — NIR

Para as analises por espectroscopia no infravermelho proximo, foram coletados os
espectros através de espectrometro NIR (SpectraStar 2500XL, Unity Scientific, Brookfield, CT,
EUA) equipado com uma lampada de halogénio de tungsténio como fonte de luz e um detector
de arseneto de indio-galio (InGaAs). Os sinais foram gerados no modo de refletancia (%R) e
transformados em absorbancia usando log 1/R. A faixa de comprimento de onda equivalente a
1100 a 2500 nm, em intervalos de 1 nm. Cada espectro foi obtido como resultado médio de 64

varreduras com 1400 pontos.

2.6. Pré-tratamento dos dados

Os dados obtidos para MIR e NIR, foram pré-processados, para remog¢ao de variagcdes
sistematicas do instrumento e até mesmo de condi¢cdes ambientais. O pré-tratamento consistiu
na corre¢ao de linha de base, utilizando o software RStudio versao 2024.12.1 (COQUEIRO et
al., 2024).

2.7. Geracao das amostras sintéticas

O procedimento adotado seguiu a metodologia proposta por Folli et al. (2024), na qual
pequenas perturbagdes sdo introduzidas nos scores dos componentes principais, permitindo a
criacdo de amostras sintéticas realistas e estatisticamente consistentes com o conjunto de dados

original.
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Inicialmente, os espectros foram organizados em grupos de acordo com a concentragao
de Ciprofloxacina (0, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175 € 200 pg L"), de modo a permitir a geracao
de amostras sintéticas por classe (por exemplo, Classe 200). Cada classe, composta por cinco
amostras reais, foi organizada em planilhas eletronicas no Microsoft Excel e, posteriormente,
importada individualmente para o ambiente MATLAB® R2025b (MathWorks, Natick, MA,
EUA). A geracgao das amostras sintéticas foi realizada utilizando a linguagem MATLAB, com
o uso de fungdes nativas para leitura e escrita de dados (readmatrix e writematrix) e para

aplicacdo da Analise de Componentes Principais (PCA).

A geracdo de amostras sintéticas foi realizada a partir dos espectros (sem pré-
processamento prévio) reais utilizando Analise de Componentes Principais (PCA), com o
objetivo de aumentar o niimero de amostras preservando a estrutura multivariada dos dados
espectrais. Os espectros foram organizados em uma matriz X de dimensdo n x p, em que n

corresponde ao nimero de amostras reais e p ao numero de variaveis espectrais.

Inicialmente, os dados espectrais foram centrados na média, subtraindo-se, de cada
variavel, sua respectiva média calculada a partir das amostras reais. Em seguida, a PCA foi
aplicada a matriz centrada, sendo retidos os quatro primeiros componentes principais (PCs),
numero escolhido de modo a ser inferior ao total de amostras reais e suficiente para representar
a variabilidade relevante do conjunto de dados. Os scores obtidos para cada amostra real nos
PCs selecionados foram utilizados como ponto de partida para a geragao das amostras sintéticas.
Para cada amostra real, foram geradas cinco amostras sintéticas por meio da adi¢do de ruido
aleatdrio aos scores originais. O ruido foi modelado como varidvel aleatdria com distribuigdo
normal, escalado por um fator proporcional (10%) ao desvio padrdo dos scores reais em cada
componente principal, garantindo que a variabilidade introduzida permanecesse compativel

com a variabilidade experimental tipica de dados espectrais do tipo MIR e NIR.

Os novos conjuntos de scores sintéticos foram entdo reconvertidos ao espaco espectral
original por meio da reconstrucdo linear utilizando os pesos (loadings) dos componentes
principais selecionados. Apds a reconstrucao, a média espectral previamente subtraida foi

adicionada novamente, resultando nos espectros sintéticos finais.

As amostras sintéticas geradas foram posteriormente combinadas as amostras reais,
formando um conjunto de dados ampliado, que foi exportado em formato de planilha para uso
em etapas posteriores de modelagem quimiométrica. Todas as etapas sdo descritas no codigo

abaixo (Figura 1).
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clear; clc; close all; 4. GERA(;AO DAS SINTETICAS
Xsyn =[I;
1. CONFIGURACOES Tsyn =[];
arquivo = Dados MIR";
n_sint_por amostra=35; fori=1:n_real
nPC=4; fator_ruido= 0.1; alpha = 0.95; for j=1:n_sint_por_amostra
2. LEITURA DOS DADOS ruido =randn(1,nPC) .* (fator_ruido * sd_scores);
X =readmatrix(arquivo); novo_score = score(i,1:nPC) + ruido;

[n_real, n_vars] = size(X);
% Reconstrucio espectral

if nPC>=n real X _rec =novo score * coeff(:,:nPC)";
error x_final=x_rec + mu;
end
Xsyn = [Xsyn; x_final];

fprintf{’ Amostras reais: % d'n', n_real); Tsyn = [Tsyn; novo score];
fprintf('Varidveis espectrais: %d\n',n_vars); end

end
3. PCA (DADOS REAIS)
mu=mean(X, 1); % média espectral fprintf(" Amostras sintéticas geradas: % dn',
Xc=X-mu; % centragem (como prcomp(center=  size(Xsyn,1));
TRUE))

5. CONJUNTO FINAL
[coeff, score, latent] = pca(Xc, 'NumComponents', X final = [X; Xsyn];
nPC);

6. SALVAR EM EXCEL
% Desvio padrio real dos scores (como no R) arquive_saida = 'sinteMIR_concentracioX.xlsx';
sd_scores = std(score(:,1:nPC), 0, 1); writematrix(X_final, arquivo_saida);

disp(['v Arquivo salvo com sucesso: ', arquivo_saida]);

Figura 1. Codigo para geragao das amostras sintéticas por espectros MIR e NIR.

A distribui¢do das amostras foi analisada por meio do grafico de scores PC1 x PC2, no
qual também foi construida uma elipse de confianga de 95%, baseada na estatistica T? de
Hotelling calculada a partir das amostras reais, permitindo verificar se as amostras sintéticas

permaneciam dentro da regido de variabilidade multivariada dos dados experimentais.

2.8. Analises quimiométricas

A organizacdo dos dados para andlises foi realizada em planilhas do Excel. As anélises
estatisticas multivariadas foram realizadas no software MATLAB® R2025b (MathWorks,
Natick, MA, EUA) e foram realizadas para o conjunto de dados reais e para o novo conjunto

de dados (reais combinadas com sintéticas).

Antes da aplicacdo dos métodos quimiométricos, os dados espectrais foram submetidos a
diferentes estratégias de pré-processamento, com o objetivo de reduzir efeitos fisicos nao
relacionados a composi¢cdo quimica e melhorar a qualidade da informagdo espectral. Foram
avaliados quatro pré-processamentos distintos: (i) Standard Normal Variate-normalizacao da
variavel padrdo (SNV), utilizado para corrigir variacdes de espalhamento e diferencas de
caminho Optico; (i1) primeira derivada de Savitzky—Golay, com polindmios de segunda ordem,
utilizando uma janela de 15 pontos aplicada para realcar bandas espectrais e minimizar efeitos

de linha de base; (iii) Multiplicative Scatter Correction - corre¢cdo multiplicativa de dispersao
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(MSC), empregada para compensar variacdes multiplicativas e aditivas associadas ao
espalhamento da radiagdo; e (iv) correcdo de linha de base, utilizada para remover
deslocamentos sistematicos do sinal espectral. A comparagdo entre os diferentes pré-
processamentos permitiu avaliar sua influéncia no desempenho das analises multivariadas

subsequentes (CANDEIAS et al., 2025).

2.8.1. Regressao de minimos quadrados parciais - PLS

A regressdo por minimos quadrados parciais (PLS) foi empregada para avaliar a
capacidade do modelo em predizer as concentragdes de Ciprofloxacina em amostras de leite
liofilizado, utilizando os espectros completos nas regioes MIR e NIR. A metologia desta analise

foi baseada nos estudos de Freitas et al. (2025) e Coqueiro et al. (2024).

Os dados foram divididos em conjuntos de calibrag¢do (60%) e validacdo externa (40%)
por meio do algoritmo de amostragem de Kennard—Stone (Folli et al., 2024), assegurando a
distribui¢do representativa do espaco espectral. As varidveis independentes (X),
correspondentes aos comprimentos de onda, foram utilizadas para modelar as variaveis

dependentes (y), representadas pelas concentragdes de Ciprofloxacina.

O numero 6timo de variaveis latentes do modelo PLS foi definido por validagdo cruzada,
com base no menor valor da raiz do erro médio quadratico de validacdo. Apds o ajuste do
modelo, a presenca de possiveis outliers foi avaliada no conjunto de calibragdo por meio da
analise dos residuos de predicdo e da distancia de Hotelling (T?), com nivel de confianca de

95%. A distancia de Hotelling foi calculada conforme a Equagao (1):

T? =tT.5 1t
Equacao 1

em que t representa o vetor de scores da amostra e S a matriz de covariancia.
Para investigar a influéncia dessas amostras no desempenho do modelo, anélises PLS
foram realizadas com e sem a exclusdo dos outliers identificados. Os modelos foram
comparados a partir das métricas: erro médio quadratico de predicdo (RMSEP), a correlagao (r)

e viés, visando avaliar a robustez preditiva e a presenca de erro sistematico (COQUEIRO et a.,

2024; LLETI et al., 2005).

A férmula do RMSEP ¢ dada por:

n
1
RMSEP = EZ(yi —9)?
-

l
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Equacado 2

Em que:
y;= valor experimental (real) da amostra i;

y;= valor predito pelo modelo para a amostra i;

n= namero total de amostras no conjunto de predi¢ao.
O coeficiente de correlagdo (r) foi determinado conforme a Equagao (3):
_2ki— N*2(P:i —9)?
.- A Y
JZ(yl - 929 - 3)

Equacao 3

Em que:
r= coeficiente de correlag@o entre os valores experimentais e os valores preditos pelo modelo;

y;= valor experimental (real) da amostra 7;
¥;= valor predito pelo modelo para a amostra i;
= média dos valores experimentais;

= média dos valores preditos pelo modelo;

y
n=numero total de amostras avaliadas.
O viés foi determinado conforme a Equagao (4):
n
Vid 1 z A
iés = — i—79;
= 1(3/ Vi)
i=

<l

Equacgao 4

Em que:
Viés = indica a presencga de erro sistematico nas predigdes;

y;= valor experimental (real) da amostra i;
y;= valor predito pelo modelo para a amostra i;

n= namero total de amostras no conjunto de predigao.
O desempenho dos modelos PLS foi avaliado por meio do coeficiente de correlagao (r),

da raiz do erro médio quadritico de calibragdo (RMSEC) e de predicio (RMSEP). A

aplicabilidade analitica dos modelos foi avaliada pelas razdes RPD (Razdo de Desempenho em

Relagdo ao Desvio) e RER (Razdo de Erro Relativo).
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O RMSEC foi determinado pela Equagao (5):

n
1
RMSEC = EZ(yi — )2
i=1

Equacgdo 5
Em que:
y;= valor experimental (real) da amostra i;
y;= valor predito pelo modelo para a amostra i;
n=numero total de amostras no conjunto de calibragao.
O RPD foi determinado pela Equacgdo (6):
RPD = _DbP_
RMSE
Equacao 6

Em que:
DP = desvio padrao dos valores experimentais do conjunto de referéncia;
RMSE = raiz do erro médio quadratico de predi¢do ou calibracao.

Por fim, o RER foi determinado pela Equagao (7):

Valor maximo real — Valor minimo real
RMSE

RER =

Equacao 7
Em que:
Valor maximo e minimo = intervalo dos valores de referéncia do conjunto de dados;

RMSE = raiz do erro médio quadratico de predi¢ao ou calibragao.

2.8.2 Regressao por Componentes Principais-PCR

Os espectros MIR e NIR foram organizados em uma matriz (X), contendo as variaveis
espectrais, e um vetor resposta (y), correspondente as concentragdes do analito. Os dados foram
divididos em conjuntos de calibrag¢ao (60%) e validagcdo externa (40%) por meio do algoritmo
de amostragem de Kennard—Stone (FOLLI et al., 2024), assegurando distribuigdo
representativa do espaco espectral. A metologia desta analise foi baseada no estudo de Mouazen

etal. (2010).
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O modelo de Regressdao por Componentes Principais (PCR) foi construido a partir da
decomposi¢do em valores singulares (SVD) da matriz (X) calibrada. Foram avaliados modelos
contendo até 15 componentes principais, sendo o numero 6timo selecionado com base no menor
erro quadratico médio de previsao (RMSEP). O desempenho do modelo foi avaliado com as

mesmas métricas utilizadas na se¢ao anterior.

3. Resultados e discussao

3.1. Geracao das amostras sintéticas

As amostras sintéticas foram geradas com base em 45 amostras reais, utilizando analise
de componentes principais (PCA) seguida de reconstrugdo. Para cada amostra real, foram
produzidas cinco amostras sintéticas, totalizando 225 amostras sintéticas. A distribuicao das
amostras sintéticas geradas via PCA para os conjuntos espectrais MIR (A) e NIR (B), permitem
avaliar a fidelidade da geracdo de dados em relagdo as amostras reais em diferentes

concentracgoes (Figura 2).
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Figura 2. Geragdo de amostras sintéticas de leite de vacas da raga Jersey a partir de espectros
no infravermelho médio (A) e no infravermelho proximo (B), projetadas no espago de

componentes principais (PCA).

Em ambos os casos, observa-se que os pontos correspondentes as amostras sintéticas
(azuis no MIR e verdes no NIR) se posicionam préximos as amostras reais, indicando que o

modelo PCA foi eficiente em preservar a estrutura multivariada original dos espectros. As
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elipses de confianga (95%) delimitam a variabilidade natural dos dados reais dentro de cada
classe de concentracao. O fato de as amostras sintéticas se encontrarem majoritariamente dentro
dessas elipses demonstra que a variabilidade introduzida pelo modelo foi controlada e

representativa, sem gerar amostras fora do espaco quimico experimental (FOLLI et al., 2024).

E importante destacar que o espago PCA do MIR apresenta maior separabilidade entre as
classes e elipses ligeiramente mais amplas, refletindo maior sensibilidade as variagdes de
concentragdo do padrao de Ciprofloxacina. No NIR, o agrupamento ¢ mais compacto e linear
ao longo do PCI, evidenciando comportamento mais colinear, mas ainda adequado para a

geracdo de amostras sintéticas representativas.

O resultado alcancado demonstra que a geracdo das amostras sintéticas foi eficaz e
adequada, aumentando a base de dados sem introduzir variagdes artificiais, podendo favorecer
o desempenho de modelos de predicao multivariada (HEINE et al., 2023; HELLEQUIN et al.,
2025).

3.2. Caracteristicas espectrais obtidas por MIR

3.2.1. Leite liofilizado puro

Os espectros no FTIR (4000 a 650 cm™!) do leite seguem o padrio esperado, com as faixas
bem determinadas e de acordo com a literatura cientifica (Figura 3) (DINC et al., 2023;

SANTOS et al., 2026).
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Figura 3. Espectro médio no infravermelho médio de amostras de leite liofilizado puro de vacas

da raga Jersey.

O espectro médio das amostras de leite liofilizado puro, obtido por FTIR apresenta picos
caracteristicos com diferentes intensidades de absor¢do, o que possibilita associacdo destes
picos com os grupos funcionais presentes nas amostras. E possivel observar, na regido de 3500
a 3000 cm™! vibragdes associadas ao grupo OH. A forte ligagio de hidrogénio entre as
moléculas de dgua favorece a formacdo de banda larga no pico 3270 cm ™! (SANTOS et al.,

2026).

O segundo pico marcante, em 2912 cm™!, estd associado ao estiramento C—H das cadeias
alifaticas dos lipidios e proteinas, principalmente das metilas e metilenos. Essa banda reflete a
presenca de cadeias longas de acidos graxos, sendo caracteristica da fragdo lipidica do leite

(DINC et al., 2023).

Na regidao de 1600—-1500 cm™!, destacam-se as bandas em 1604 e 1490cm™, atribuidas as
vibragdes Amida primaria (C=0) e Amida secundaria (N-H e C—N), respectivamente. Essas
bandas s3o marcadores estruturais importantes das ligacdes peptidicas das proteinas,

principalmente da caseina. A presenca dessas bandas confirma a integridade das proteinas apos
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o processo de liofilizacdo, sugerindo que a liofilizacdo ndo provocou desnaturagdo significativa

(PEREIRA et al., 2020).

Em 1391cm™, observa-se banda menos intensa, atribuida a vibracao de deforma¢ao C—H
provenientes de aminoacidos ou acidos organicos. Essa regido também pode refletir pequenas
contribuigdes da lactose e do fosfato de calcio, comum no leite. Por fim, o pico em 1052 cm™
corresponde ao estiramento C—O caracteristico dos agucares, banda tipica de carboidratos e

indica a presenca expressiva de lactose no leite liofilizado (PEREIRA et al., 2020).

O espectro MIR do leite liofilizado exibe as bandas vibracionais esperadas para uma
matriz rica em proteinas, lipidios e carboidratos, confirmando que a estrutura quimica
fundamental do leite foi preservada apo6s a liofilizagao. A auséncia de deslocamentos ou perdas
significativas nas bandas principais indica que o processo de secagem ndo alterou
substancialmente as interacdes moleculares, mantendo a organiza¢do fisico-quimica

caracteristica da amostra original.

3.2.2. Padrio de Ciprofloxacina

O estudo do espectro no infravermelho médio do padrao de Ciprofloxacina, abrangendo
a faixa de 4000 a 650 cm™ (Figura 4). Este perfil espectral mostra multiplas bandas bem
definidas, atribuidas as vibracdes caracteristicas dos grupos funcionais presentes na estrutura
da molécula, composta por anéis aromadticos, grupo carboxilico, fun¢do cetona, amina

secundaria e o grupo piperazinico (KHWAZA, MLALA e ADERIBIGBE, 2024).
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Figura 4. Espectro no infravermelho médio do padrdo de Ciprofloxacina.

A banda larga observada na regido de 3500-3200 cm™ ¢ atribuida ao estiramento O—H
do grupo carboxilico (-COOH) e as vibragdes de N-H do grupo amina da piperazina. Na regido
de 3100-3000 cm™!, podem ser observadas bandas menos intensas associadas aos estiramentos
C—H aromaticos, provenientes do anel quinolonico da Ciprofloxacina (TAN et al., 2012). Ja as
bandas entre 2950 e 2840 cm™ correspondem aos estiramentos C—H alifaticos da cadeia
piperazinica (TUREL et al., 1997; SAHOO et al., 2011; RAJALAKSHMI, GUNASEKARAN,
e KUMARESAN, 2014; NITHYA E SUNDARAM, 2015).

Entre 1570 ¢ 1440 cm™, sdo observadas bandas relacionadas as vibragoes C=C ¢ C—N
aromaticas, representando as oscilagdes do anel benzénico e do nucleo heterociclico da
estrutura. Essas bandas confirmam a presenca do sistema aromatico estendido caracteristico da

Ciprofloxacina (SANTOS et al., 2026).

Na regido de 1380-1300 cm™, aparecem bandas atribuidas as deformagdes C—H e as
vibragdes C—N da piperazina, indicando a integridade do anel saturado. Por fim, entre 1100 e
1000 cm™, observam-se bandas de estiramento C-F, C-N ¢ C-O-C, também atribuidas a

piperazina e a contribui¢des do anel quinolonico (SAHOO et al., 2011; SANTOS et al., 2026).
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A analise espectroscopica vibracional MIR do padrdo de Ciprofloxacina apresenta todas
as bandas esperadas para uma fluoroquinolona pura, confirmando sua identidade estrutural e
integridade quimica. As bandas de C=0 (carboxila e cetona), N-H, C—F ¢ C—N da piperazina
sao marcadores vibracionais fundamentais e podem ser utilizadas para monitorar a presenca do

padrdo em matrizes complexas (SANTOS et al., 2026).

3.2.3. Amostras originais fortificadas e sintéticas

A Figura 5 apresenta os espectros médios MIR do leite liofilizado fortificado com
diferentes concentragcdes do padrao de Ciprofloxacina (A) e das amostras sintéticas
correspondentes geradas via PCA (B), juntamente com os espectros do leite puro e do padrdo

do antibiotico.
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Figura 5. Espectros médios no infravermelho médio de amostras de leite liofilizado puro e
fortificadas com diferentes concentracdes do padrao de Ciprofloxacina, considerando dados

originais (A) e sintéticos (B).

No espectro (A), observa-se o comportamento caracteristico das amostras analisadas,
composto pelos perfis espectrais do leite liofilizado puro e do padrao de Ciprofloxacina, bem
como pelas variagdes correspondentes as amostras fortificadas. O leite puro apresenta as bandas
tipicas de uma matriz rica em proteinas, lipidios e carboidratos, enquanto o padrao do

antibiotico exibe sinais vibracionais mais definidos, atribuidos principalmente aos estiramentos
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N-H e O-H (=3380 cm™), C=0 (=1570-1600 cm ™) ¢ C—F/C—N (=1100-1000 cm™) discutidos
anteriormente (SAHOO et al., 2011; TAN et al., 2012; SANTOS et al., 2026).

As amostras fortificadas, por sua vez, revelam espectros intermediarios, nos quais o perfil
do leite permanece predominante, porém com alteragdes sutis e sistematicas a medida que
aumenta a concentra¢cdo do padrdo de Ciprofloxacina. As principais modifica¢cdes ocorrem nas
regioes de 1600-1500 cm™ e 1100-1000 cm™, que apresentam intensificacdo gradual das
bandas e pequenas mudangas na forma dos picos. Tais variagdes nao indicam necessariamente
as interagdes quimicas entre o padrdo e os constituintes do leite, mas refletem efeitos fisicos de
adi¢do e sobreposicao espectral, resultantes da combinagdo das absorc¢des caracteristicas do
padrao de Ciprofloxacina com as vibra¢des naturais da matriz. Na faixa de 1600—1500 cm™,
observam-se contribuigdes associadas a flexdo dos grupos N-H e O—-H e ao estiramento do
grupo C=0 do padrio do antibidtico, os quais se sobrepdem as vibragdes da amida I e II das
proteinas do leite. J& na regido de 1100-1000 cm™, identificam-se modificacdes e
sobreposigoes entre as vibragdes C—O e C—F do padrao e as absor¢des C—O dos carboidratos

do leite (DINC et al., 2023; PRZYBYLSKA et al., 2021; PEREIRA et al., 2020).

Os espectros sintéticos gerados por PCA reproduzem adequadamente o comportamento
observado experimentalmente, refletindo a tendéncia gradual de modificacdo das bandas com
o aumento da concentragdo e preservando as regides espectrais mais sensiveis a presen¢a do
padrdo de Ciprofloxacina (Figura 5B). A geragdo sintética, baseada nas componentes principais
dos dados experimentais, permite avaliar a robustez e a variabilidade do modelo, além de
demonstrar que as diferengas espectrais identificadas no conjunto original sdo reais (FOLLI et

al., 2024).

A similaridade entre os espectros reais e sintéticos confirma a consisténcia do modelo
PCA na representagdo das variacdes associadas a fortificagdo, reforcando o potencial da
abordagem multivariada para identificar o padrao do antibidtico em matrizes complexas como
o leite. Dessa forma, os resultados apresentados na Figura 5B validam o comportamento
espectral observado em Figura 5A, evidenciando que o método de geracao sintética ¢ eficaz

para simular a distribuicdo das amostras no espaco multivariado (FOLLI et al., 2024).

3.3. Caracteristicas espectrais obtidas por NIR

3.3.1. Leite liofilizado puro

O espectro médio das cinco amostras de leite liofilizado puro apresenta picos

caracteristicos com diferentes intensidades de absorcdo, o que possibilita associacdo destes
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picos com os grupos funcionais presentes nas amostras de leite liofilizado (Figura 6). O espectro
de infravermelho proximo em comprimentos de onda varia de 1100 a 2500 nm. O leite ¢ uma
matriz complexa composta principalmente por agua, lipidios, proteinas, lactose e minerais. No
NIR, a absor¢ao ¢ dominada por combinagdes harmonicas e sobretons dos grupos O—H, C—H e

N-H (ZHANG et al., 2022).
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Figura 6. Espectro médio no infravermelho proximo de amostras de leite liofilizado puro de

vacas da raca Jersey.

A banda em 1196 nm esté relacionada a sobretons de ligacoes C—H e O—H de 4cidos
graxos e agucares, enquanto o sinal em 1509 nm reflete o primeiro overtone de O—H e N-H,
atribuido a presenca de lactose e proteinas. A absor¢do em 1727 nm esta associada ao primeiro
overtone de C—H, indicativo da fragdo lipidica, e a intensa banda em 1940 nm corresponde a
combinagdes de O—H de agua ligada e grupos hidroxila de carboidratos. Em 2069 nm, observa-
se contribui¢do de bandas de N-H e C=0 relacionadas as liga¢cdes amidicas das proteinas,
enquanto a regido de 2315 nm resulta de combinagdes C—H e C-O, associadas principalmente

a lipidios e carboidratos (DAOUD et al., 2020; BEC, GRABSKA e HUCK, 2020).
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3.3.2. Padrao de Ciprofloxacina

O perfil espectral do padrao da Ciprofloxacina no NIR apresenta bandas caracteristicas,
bem definidas e com variagdes sistematicas de absorbancia (Figura 7). Estas variagdes sao
atribuidas principalmente a sobretons e bandas de combinacdo de vibracdes fundamentais,
envolvendo ligagdes do tipo C—H, O—H e N-H, tipicas da espectroscopia no infravermelho

proximo (BELLON-MAUREL et al., 2011).
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Figura 7. Espectro no infravermelho préximo do padrao de Ciprofloxacina.

Dentre as bandas observadas, destaca-se a absor¢do em 1402 nm, associada
predominantemente ao primeiro sobretom do estiramento O—H, com possivel contribui¢do do
estiramento N-H (FATEMI, A., SINGH, V., KAMRUZZAMAN, M., 2022). Essa banda esta
relacionada a presenca do grupo acido carboxilico ((COOH) e das aminas presentes no anel

piperazinico da Ciprofloxacina (TAN et al., 2012).

A banda observada em 1687 nm ¢ atribuida ao primeiro sobretom do estiramento C—H,
envolvendo tanto grupos alifaticos quanto aromaticos (QIU et al., 2018; SCHUMER et al.,

2025). Na estrutura da Ciprofloxacina, essa absorc¢ao est4 relacionada as ligagdes C—H do anel



80

quinoldnico e do anel piperazinico, além dos grupos metilénicos da molécula (TAN et al.,

2012).

Em 1942 nm, observa-se uma banda caracteristica de combinacdo envolvendo
estiramento e deformac¢do angular O—H (SCHUMER et al., 2025). No contexto do padrao de
Ciprofloxacina, essa absor¢ao pode estar associada ao grupo carboxilico (SANTOS et al.,

2026).

A absor¢do mais intensa do espectro ocorre em 2242 nm, sendo atribuida a bandas de
combinagdo envolvendo estiramentos e deformacdes C—H, com possiveis contribuigdoes de
combinagdes envolvendo C=0 e N-H (QIU et al., 2018). A elevada intensidade dessa banda
indica forte contribuicdo da parte organica da Ciprofloxacina, especialmente dos anéis

aromaticos e das cadeias alifaticas (SANTOS et al., 2026).

E importante destacar que, apesar da Ciprofloxacina apresentar em sua estrutura quimica
o grupo C-F, caracteristico das fluoroquinolonas e considerado essencial para sua atividade
farmacoldgica, ndo foi observada banda especifica atribuida a esse grupo no espectro NIR. Essa
auséncia ¢ esperada e estd relacionada as limitagdes intrinsecas da espectroscopia no
infravermelho proximo, cuja regido espectral ¢ dominada por sobretons e bandas de
combina¢do de vibragdes fundamentais envolvendo ligagdes do tipo X-H (X = C, N, O)
(SCHUMER et al., 2025). A ligagdo C-F apresenta elevada energia vibracional e baixa
polarizabilidade, resultando em modos fundamentais que absorvem predominantemente na
regido do infravermelho médio (tipicamente abaixo de 1300 cm™), sem gerar sobretons ou

combinagdes com intensidade suficiente para serem detectados no NIR (SAHOO et al., 2011).

De modo geral, os resultados demonstram que o espectro NIR do padrio de
Ciprofloxacina apresenta bandas coerentes com os principais grupos funcionais da molécula.
As regides espectrais destacadas fornecem informacdes quimicas relevantes e indicam
potencial para aplicacdo em métodos quimiométricos voltados a deteccao e quantificacdo de

Ciprofloxacina em matrizes complexas.

3.3.3. Amostras originais fortificadas e sintéticas

Sdo apresentados os espectros médios no infravermelho préximo do padrio de
Ciprofloxacina, do leite liofilizado puro e das amostras de leite liofilizado fortificadas com
diferentes concentragdes de Ciprofloxacina, obtidos a partir de dados originais (8 A) e sintéticos
(8B), na faixa espectral aproximada de 1100 a 2500 nm. De modo geral, observa-se que os

perfis espectrais sdo predominantemente influenciados pela matriz lactea, com variagdes



81

sistematicas de absorbancia associadas ao aumento da concentragdo do analito (Figura 8).
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Figura 8. Espectro médio no infravermelho proximo das amostras de leite liofilizado de vacas
da raca Jersey fortificadas com diferentes concentracdes do padrio de Ciprofloxacina,

considerando dados originais (A) e sintéticos (B).

Ao comparar os espectros das amostras fortificadas com Ciprofloxacina com o leite
liofilizado puro (Figura 8A). Observa-se que o aumento da concentragao do analito ndo resultou
no aparecimento de novas bandas espectrais bem definidas. Podemos observar sim variagdes
graduais de intensidade e forma das bandas ja existentes, especialmente nas regides associadas

a estiramentos C—H, N-H e O-H (SCHUMER et al., 2025).

Os espectros do padrdo de Ciprofloxacina apresentam bandas caracteristicas nas regioes
de 1400-1450 nm, 1680—1700 nm, 1940 nm e 2200-2250 nm, associadas principalmente aos
grupos O—H e N-H (4cido carboxilico e aminas), bem como aos estiramentos C—H do anel
quinoldnico e do anel piperazinico (SCHUMER et al., 2025; SANTOS et al., 2026). Contudo,
devido a elevada complexidade da matriz lactea e a sobreposicao espectral tipica da regido do
NIR, essas contribui¢des do analito manifestam-se nos espectros das amostras fortificadas,
devido a alteragdes sutis no perfil espectral global (DAOUD et al., 2020; BEC, GRABSKA e
HUCK, 2020).
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A comparacdo entre os espectros originais (Figura 8A) e sintéticos (Figura 8B) revela que
os dados sintéticos gerados por PCA, preservam adequadamente as principais caracteristicas
espectrais das amostras reais. A posicao das bandas e o comportamento sistematico associado
ao aumento da concentragdo de Ciprofloxacina foram mantidos. As diferengas entre as
concentragdes foram consistentes em ambos os conjuntos de dados, indicando que o
procedimento de geragdo de amostras sintéticas por PCA reproduziu de forma realista a

variabilidade espectral associada ao analito, sem introduzir distor¢des artificiais (Folli et al.,

2024).

3.4. Analise multivariadas

3.4.1. Regressao de Minimos Quadrados Parciais — PLS

A Regressdao de Minimos Quadrados Parciais (PLS) ¢ um modelo direcionado, e foi
utilizado para prever as diferentes concentragdes de Ciprofloxacina nas amostras de leite
liofilizado, reais ¢ nos dados combinados (sintéticas e reais), com o intuito de reduzir a

dispersao entre os dados observados e previstos.

Sao apresentados os desempenhos dos modelos de regressdo por minimos quadrados
parciais (PLS) desenvolvidos a partir de espectros MIR e NIR, considerando diferentes
estratégias de pré-processamento espectral, a composi¢do do conjunto de dados (amostras

originais e a combina¢do de dados sintéticos com reais) e o numero de variaveis latentes (Tabela

).

Sao reportadas as métricas de desempenho em calibragdo e validagdo, incluindo
coeficiente de correlagdo (r), erros de calibragdo e predicdo (RMSEC e RMSEP), bem como
indicadores de capacidade preditiva (RPD e RER) (LIMA et al., 2020; COQUEIRO et al., 2024;
FREITAS et al., 2025). Estes dados permitem comparacao direta entre os modelos quanto a
robustez, generalizacdao e complexidade, fornecendo informagdes para a sele¢do do modelo

mais adequado para aplicagdes analiticas (Tabelal).
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Tabela 1. Parametros de calibracdo dos modelos de regressdao por minimos quadrados parciais (PLS) obtidos a partir de espectros no infravermelho

médio (MIR) e no infravermelho proximo (NIR) para a predi¢ao da concentragdo de Ciprofloxacina em amostras de leite liofilizado de vacas da

raga Jersey.

Pré-processamento Modelo Dados Calibracio Validacao
LV’s r RMSEC RPD RER r RMSEP RPD RER
(ngL™ (ng L™

1"Derivada MIR Reais 5 0,971 15,464 4,254 12,933 0,104 68,416 0,971 2,923
Combinados 5 0,963 17,180 3,769 11,641 0,962 17,609 3,683 11,358

NIR Reais 5 0,627 50,231 1,310 3,982 0,207 91,657 0,725 2,182

Combinados 15 0,880 30,577 2,118 6,541 0,874 31,403 2,065 6,369

SNV MIR Reais 5 0,998 2,682 24,526 74,570 0,031 66,533 0,998 3,006
Combinados 5 0,981 12,405 5,220 16,123 0,975 14,249 4,551 14,036

NIR Reais 8 0,804 38,375 1,714 5,212 0,089 90,531 0,734 2,209
Combinados 15 0,974 14,498 4,466 13,795 0,970 15,541 4,173 12,869

Correcdo de baseline MIR Reais 5 0,998 2,855 23,037 70,044 0,063 65,422 1,015 3,057
Combinados 5 0,977 13,536 4,784 14,776 0,970 15,812 4,101 12,649

NIR Reais 8 0,867 32,173 2,045 6,216 0,031 71,554 0,928 2,795
Combinados 15 0,985 10,938 5,920 18,284 0,982 12,074 5,371 16,564

MSC MIR Reais 5 0,997 4,353 15,112 45,948 0,063 66,566 0,998 3,005



Pré-processamento  Modelo Dados Calibracao Validacio
LV’s r RMSEC RPD RER r RMSEP RPD RER
(ng L) (ng L)
Combinados 5 0,970 15,558 4,162 12,855 0,966 16,587 3,910 12,058
NIR Reais 10 0,917 25,639 2,566 7,800 0,044 92,505 0,718 2,162
Combinados 15 0,989 9,458 6,846 21,146 0,987 10,249 6,328 19,515

Combinados: dados originais + sintéticos

84
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Os resultados obtidos demonstram diferencas marcantes no desempenho dos modelos
PLS em fungdo do tipo de pré-processamento espectral, do modelo (MIR e NIR) e do conjunto

de dados (reais e dados combinados).

Para os modelos construidos exclusivamente com amostras reais, observou-se a
ocorréncia de sobreajuste em todos os casos avaliados, evidenciada por desempenhos
excelentes na etapa de calibracdo, mas com queda significativa na capacidade preditiva durante
a validagao. Destaca-se que o aumento acentuado do erro de predigcdo reforca a presenca de
overfitting, indicando que os modelos capturaram variacdes especificas do conjunto de
calibragdo, sem adequada capacidade de generalizacdo. Esse comportamento pode ser
principalmente atribuido ao nimero reduzido de amostras reais, que limita a representatividade

do espago quimico modelado (PATE et al., 2020).

A incorporacdo de dados sintéticos combinados aos dados reais resultou em mudanca
significativa no comportamento dos modelos, tanto para MIR quanto para NIR. Observou-se
redugdo consistente da diferenca entre RMSEC ¢ RMSEP, além de maior proximidade entre os
valores de coeficiente de correlagdo (r) obtidos em calibracao e validagao, indicando melhor

capacidade de generalizacdo (FAN etal., 2019; FOWLER et al., 2020).

Assim como o estudo de Santos et al. (2021) o nimero de varidveis latentes mostrou-se
um critério decisivo na avaliagdo da qualidade dos modelos. Os modelos que utilizaram 5
variaveis latentes (LVs), especialmente no MIR, atingiram o melhor equilibrio entre
complexidade e desempenho. O niimero maior de LVs, como nos modelos NIR (até 15), ndo
necessariamente implicou melhora significativa do r, mas sim aumento do risco de sobreajuste.
De acordo com Freitas et al. (2025), a utilizacdo de numero reduzido de variaveis latentes
contribui para a constru¢do de modelos mais simples, estdveis e com maior capacidade de

generalizagdo.

Entre os pré-processamentos avaliados, o Standard Normal Variate (SNV) destacou-se
por promover correcao eficiente dos efeitos de espalhamento multiplicativo e variacdes de
caminho oOptico, resultando em espectros mais comparaveis € melhor alinhados quimicamente
(WANG et al., 2022). Quando aplicado aos conjuntos de dados combinados, o SNV
proporcionou elevados coeficientes de correlagdo e redugdo dos erros de calibragdo,

evidenciando sua capacidade de realgar a informagao quimica relevante.

O modelo PLS baseado em espectros MIR, utilizando dados sintéticos combinados aos

dados reais e pré-processamento por SNV, demonstrou elevada robustez e confiabilidade para
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a predicdo da concentracdo de Ciprofloxacina em amostras de leite liofilizado. Foram
necessarias apenas cinco variaveis latentes para a constru¢do do modelo (Tabela 1). Os
coeficientes de correlagdo superiores a 0,97, tanto na calibragdo quanto na validagdo, indicam
forte concordancia entre os valores observados e preditos, com 95% de confiang¢a (Figura 9). O
erro de predicao inferior a 15 pg L' (menos de 8% da faixa total) evidenciam a precisdo do
método para a quantificacdo e deteccdo de Ciprofloxacina, mesmo em baixas concentragdes (25
ug L). Este resultado € importante, pois esta concentragao ¢ menor que o limite maximo de
residuo (LMR) de 100 pg L' estabelecido para a Ciprofloxacina (UNIAO EUROPEIA, 2010).
Como resultado, fica demonstrada a sensibilidade do método e sua adequagao para aplicagdes
analiticas e de controle de qualidade em niveis regulatérios L' (JESUS et al., 2020;

COQUEIRO et al., 2024; UNIAO EUROPEIA, 2010).
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Figura 9. Grafico de correlacdo entre os valores reais e previstos pelo modelo PLS-MIR
utilizando dados combinados e pré-processamento por SNV, para conjuntos de calibracao (A)

e validacao (B).

Valores de RPD superiores a 2 € RER superiores a 10 sio amplamente reconhecidos como
indicativos de modelos confidveis e com bom poder preditivo (COQUEIRO et al., 2024;
FREITAS et al., 2025). Conforme apresentado (Tabela 1), o modelo PLS baseado em espectros
MIR, utilizando dados sintéticos combinados aos dados reais e pré-processamento por SNV,
apresentou valores de RPD superiores a 4 e RER superiores a 14 tanto nas etapas de calibragao
quanto de validacao, os quais sao classificados como excelentes para o desempenho de modelos
preditivos, evidenciando a elevada robustez e capacidade de generalizacdo do modelo

desenvolvido (JESUS et al., 2020; SANTOS et al., 2021).


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/least-square
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Observa-se que a maioria das amostras se distribui ao longo da linha de identidade,
enquanto algumas se posicionam fora da elipse de confianca (Figura 9), especialmente em
regides extremas de concentra¢do (200 ug L™!). Embora diagndsticos formais de outliers tenham
identificado algumas amostras como discrepantes do ponto de vista estatistico, sua exclusao
resultou em piora do desempenho preditivo do modelo no conjunto de validagdo, com o

aumento do RMSEP e diminuigdo do r (Tabela 2).

Tabela 2. Métricas de desempenho dos dados de validagcao com e sem outliers.

Com Outliers

r RMSEP (%)  VIES
0,975 14,249 -1,324
Sem Outliers

r RMSEP (%)  VIES
0,917 27,513 7,212

A significancia do viés foi avaliada pelo teste ¢ de Student, considerando o conjunto de
validagdo com 107 amostras (graus de liberdade = 107) e nivel de confianca de 95% (¢ critico
= 1,98). Para o modelo com outliers, o t calculado (0,97) foi inferior ao ¢ critico, indicando
auséncia de viés (—1,324 pg L) estatisticamente significativo. Em contraste, no modelo sem
outliers, o ¢ calculado (2,82) superou o valor critico, evidenciando a presenga de erro sistematico
(-7,212 pg L") (LLETI et al., 2005; BOTELHO, MENDES e SENA, 2013). Esses resultados
demonstram que a exclusdo dos outliers reduziu a exatiddo do modelo, indicando que tais
amostras representam variabilidade quimica relevante e contribuem para a robustez da

calibragdo PLS (DAYANANDA E COZZOLINO, 2022).

Diante da selecdo do modelo mais robusto, torna-se fundamental avaliar a interpretacao
quimiométrica das varidveis latentes que sustentam seu desempenho. Nesse contexto, os
loadings das cinco variaveis latentes (LVs) do modelo PLS baseado em espectros MIR pré-
processados SNV, permitem relacionar o comportamento estatistico do modelo com as

informacdes quimicas extraidas do espectro (Figura 10).
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Figura 10. Loadings das varidveis latentes (LV1-LV5) do modelo de regressdo por minimos

quadrados parciais (PLS-MIR), desenvolvido a partir de espectros pré-processados por SNV,

para a predi¢do da concentracdo de Ciprofloxacina em amostras de leite liofilizado de vacas da

raga Jersey

A LVI, responsavel pela maior fragdo da variancia explicada, apresenta contribui¢cdes
relevantes nas regides de 3600-3000 cm™, associadas aos estiramentos O—H e N-H, e entre
1700—1500 cm™, atribuidas as vibragdes de C=0 e C=C aromatico, bandas caracteristicas da
Ciprofloxacina e da matriz lactea (PEREIRA et al., 2020; TAN et al., 2012). As LV2 e LV3
exibem sinais mais especificos nas regioes de 1600-1500 cm™ e 1200-900 cm™, relacionadas
aos estiramentos C—N, C-F e deformagdes do anel aromatico, diretamente associados a
estrutura quimica da Ciprofloxacina. Este resultado evidencia seu papel na discriminagdo e
quantificagdo do padrao do antibiotico (SAHOO et al., 2011; SANTOS et al., 2026). As LV4 e
LV5 apresentam contribui¢gdes menos intensas € mais localizadas, associadas a ajustes residuais
e variagdes secundarias da matriz, sem comprometer a estabilidade do modelo. O uso de apenas
cinco varidveis latentes, aliado a coeréncia quimica observada nos loadings, refor¢a a robustez
e capacidade de generalizacdo do modelo selecionado, em concordancia com os excelentes

resultados preditivos discutidos anteriormente.

Complementarmente a andlise das variaveis latentes (Figura 11) o resultado do

coeficiente de regressao (f), do modelo PLS baseado em espectros MIR pré-processados por
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SNV, evidenciam diretamente as regides espectrais com maior contribui¢do para a predicao da

concentragdo de Ciprofloxacina.
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Figura 11. Coeficientes de regressdo do modelo de regressao por minimos quadrados parciais

(PLS-MIR), com pré-processamento por SNV, para a predicio da concentracdo de

Ciprofloxacina em amostras de leite liofilizado de vacas da raga Jersey.

Observam-se coeficientes de maior magnitude, positivos e negativos, principalmente nas
regides em torno de 1601 cm™, 1488—1360 cm™' e 1047 cm™, atribuidas, respectivamente, as
vibragoes de C=C aromatico, C-N e C-F, bem como aos estiramentos C—O, bandas
caracteristicas da estrutura molecular da Ciprofloxacina (SAHOO et al., 2011; SANTOS et al.,
2026). Adicionalmente, sinais relevantes na regiao de 2335-2109 cm™! podem estar associados
a combinag¢des vibracionais da matriz (PEREIRA et al., 2020). A predominancia dessas regides
confirma que o modelo baseia sua capacidade preditiva em informacdes espectrais
quimicamente coerentes com o analito de interesse, € ndo em variacdes aleatorias da matriz.
Assim, a distribuicdo dos coeficientes de regressdo reforca a robustez, seletividade e
interpretacdo quimica do modelo PLS selecionado, em concordincia com o desempenho

preditivo.
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3.4.1.1. Avaliacdo da robustez do modelo PLS por validacio Monte Carlo

Com o objetivo de avaliar a robustez estatistica do modelo selecionado, foi realizada uma
validagdo externa por simulagdo Monte Carlo com 50 iteragdes (Tabela 3), aplicada ao modelo
PLS—MIR com pré-processamento por SNV e dados combinados com cinco variaveis latentes

(EZENARRO e SCHORN-GARCIA, 2025).

Tabela 3. Desempenho do modelo PLS-MIR-SNV com dados combinados avaliado por

simulacdo de Monte Carlo (média + DP).

Calibracio

r RMSEC (%) RPD RER
0.974+0.011 14.334+1.601 4.576+0.543 14.134+1.678
Validacio

r RMSEP (%) RPD RER
0.960+0.036 17.852+3.952 3.796+0.783 11.7064+2.416

Os resultados evidenciaram estabilidade consistente das métricas de desempenho, com
valores médios de r superiores a 0,97 na calibracao e 0,96 na valida¢ao, acompanhados de baixa
variabilidade, conforme indicado pelos desvios padrao reduzidos. A proximidade entre os
valores de RMSEC (14,33 £ 1,60) e RMSEP (17,85 & 3,95) reforga a auséncia de sobreajuste e
confirma a adequada capacidade de generalizacdo do modelo. Adicionalmente, os elevados
valores médios de RPD (> 3,7) e RER (> 11) obtidos no conjunto de valida¢dao confirmam o
excelente poder preditivo e a confiabilidade do modelo ao longo das diferentes parti¢des

aleatorias dos dados (JESUS et al., 2020; COQUEIRO et al., 2024).

Ao longo das 50 iteracdes do teste de Monte Carlo, observa-se nas Figuras 12A e 12B,

que o conjunto de calibrag¢do apresenta desempenho consistente.
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Figura 12. Variagdo das métricas de desempenho obtidas nas 50 iteracdes do teste de Monte

Carlo, para o conjunto de calibrag¢do (A e B) e para o conjunto de validagdo (C e D).

A acurdcia (Figura 12A), variou discretamente em torno de 95%, e o RMSEC (Figura B)
apresentou-se relativamente baixo e estavel, indicando boa capacidade de ajuste do modelo as
amostras de calibragdo e auséncia de sobreajuste. Ja nas Figuras 12C e 12D, correspondentes
ao conjunto de validagdo, nota-se maior variabilidade tanto na acuréacia quanto no RMSEP. Na
verdade, isso € o reflexo da aleatoriedade na divisdo dos dados e a resposta do modelo frente a
amostras nao utilizadas na calibrag¢do. Apesar dessas oscilagdes, os valores médios mantém-se
proximos aos observados na calibra¢do, o que demonstra robustez e reprodutibilidade do

modelo nas diferentes iteragoes.

A validagdo por simulagdes Monte Carlo mostrou-se eficaz para avaliar a robustez,
estabilidade e capacidade de generalizacdo do modelo PLS—MIR desenvolvido, uma vez que
permite estimar o desempenho preditivo a partir de multiplas parti¢des aleatdrias dos conjuntos
de calibracao e validagdo (KVALHEIM, GRUN e RAJALAHTI, 2019; EZENARRO ¢
SCHORN-GARCIA, 2025). Diferentemente de uma tnica divisdo calibragio/validagio, esse
procedimento fornece avaliagdo mais realista da variabilidade das métricas do modelo,
reduzindo o risco de conclusdes otimistas e reforcando a confiabilidade dos resultados obtidos

para a predi¢do da concentragcdo de Ciprofloxacina em amostras de leite liofilizado.
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3.4.2. Regressao por Componentes Principais-PCR

De modo geral, os modelos desenvolvidos por Regressao por Componentes Principais
(PCR) nao apresentaram desempenho satisfatorio para a quantificagdo do analito (Tabela 4),
evidenciando limitagdes significativas de robustez e capacidade de generalizacdo. Esses
resultados podem estar associados a uma limitagdo conhecida da PCR, na qual os componentes
principais sao selecionados com base apenas na variancia das variaveis espectrais (X), sem
considerar diretamente sua relagdo com a resposta (y). Isso pode resultar em componentes
subotimos para predi¢do, contribuindo para baixo desempenho preditivo em conjuntos de

validacdo (GAUTAM et al., 2015; PATE et al., 2020).
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Tabela 4. Parametros de calibragdo por regressdo em componentes principais (PCR) obtidos a partir de espectros MIR e NIR para a predicao da

concentragdo de Ciprofloxacina em leite liofilizado de vacas Jersey.

Pré-processamento Modelo Dados Calibracao Validacio
PCs r RMSEC RPD RER r RMSEP RPD RER
1"Derivada MIR Reais 15 0.861 32.850 2.002 6.088 0.220 63.737  1.032 3.138
Combinados 15  0.997 4.689 13.809 42.654 0.843 36.039 1.795 5.550
NIR Reais 2 0.438 64.755 1.075 3220 0.374 62.821 1.015 3.258
Combinados 2 0.267 62.386 1.038 3.206 0.298 62.289 1.038 3.211
SNV MIR Reais 15 0.767 41.433 1.588 4.827 0.205 64.046 1.027 3.123
Combinados 15  0.999 3.031 21.362 65984 0.613 52.383 1.235 3.818
NIR Reais 1 0.339 60.730 1.083 3293 0.199 63.719 1.032 3.139
Combinados 2 0.643 49.416 1.310 4.047 0.274 68.700 0.941 2911
Correc¢ao de linha de base MIR Reais 13 0.861 32.850 2.002 6.088 0.220 63.737 1.032 3.138
Combinados 15 0991 8.792 7.364  22.747 0.563 53.536 1.208 3.736
NIR Reais 3 0.338 60.746 1.083 3.292 0.292 61.821 1.064 3.235
Combinados 2 0.508 55.592 1.165 3.598 0.196 67.924  0.952 2.944
MSC MIR Reais 9 0.711 45.360 1.450 4.409 0.178 64.204 1.025 3.115
Combinados 15  0.999 3.047 21.247 65.628 0.420 60.535 1.068 3.304
NIR Reais 1 0.341 60.680 1.084 3.296 0.199 63.728 1.032 3.138

Combinados 2 0.653 480911 1.324  4.089 0.290 67902  0.953 2.945
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Entre as abordagens testadas, o melhor desempenho foi obtido para os dados MIR
combinados (amostras reais e sintéticas) submetidos a primeira derivada de Savitzky—Golay.
Essa configuracao apresentou melhorias consistentes nas métricas de calibragdo, indicando que
a combina¢ao da maior especificidade quimica do MIR, da ampliagdo do conjunto de dados por
amostras sintéticas e da aplicagdo da derivada foi eficaz em realcar variagcdes espectrais

associadas a concentrac¢ao do analito.

No entanto, apesar de representar o melhor resultado entre os modelos avaliados, essa
abordagem ainda ndo pode ser considerada adequada do ponto de vista preditivo. Os erros de
validacao permaneceram elevados, e a discrepancia entre calibracao e validagdo indica que o
modelo continua sensivel ao sobreajuste, limitando sua aplicagdo pratica. Assim, os resultados
demonstram que, embora o uso de dados combinados MIR com derivada de Savitzky—Golay
tenha melhorado o desempenho do PCR, o método, nas condigdes avaliadas, ndo se mostrou
suficientemente robusto para a quantificagao confiavel do analito, refor¢ando a necessidade de

explorar abordagens quimiométricas alternativas como PLS (GAUTAM et al., 2015).

4. Conclusao

A combinacdo de dados sintéticos e reais, aliada ao pré-processamento por Standard
Normal Variate (SNV), foi fundamental para reduzir o sobreajuste e melhorar a capacidade de
generalizagao do modelo. O modelo PLS-MIR-SNYV, validado por simula¢cdes Monte Carlo,
apresentou elevada robustez, sensibilidade e confiabilidade, evidenciando seu potencial para
aplicacdes analiticas e de controle de qualidade. Os resultados demonstraram que a
espectroscopia MIR, associada a regressdo por minimos quadrados parciais (PLS), apresentou
desempenho superior em relagdo a NIR para a quantificagdo de Ciprofloxacina em amostras de

leite liofilizado, permitindo a constru¢cdo de modelos robustos e confidveis.
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CAPITULO IV: ARTIGO 1II - USO DE ESPECTROSCOPIAS VIBRACIONAIS E
QUIMIOMETRIA PARA TRIAGEM RAPIDA DE CIPROFLOXACINA EM LEITE
EM PO OBTIDO POR LIOFILIZACAO

1. Introducio

O leite em p6 ¢ amplamente utilizado na industria de alimentos devido a sua estabilidade,
conveniéncia e versatilidade tecnoldgica (WEDEL et al., 2022; SCHONS et al., 2025). Entre
os métodos empregados para sua obtencao, o spray drying ¢ o mais comum na escala industrial,
por apresentar menor custo operacional e maior eficiéncia produtiva (WEDEL et al, 2022).
Outra técnica utilizada para obtencao do leite em po ¢ a liofilizacdo, embora tenha menor
viabilidade industrial, tem a vantagem de preservar de forma mais eficaz os compostos
bioativos e as propriedades fisico-quimicas do leite, uma vez que ocorre sob baixas
temperaturas e pressdo reduzida (ZHANG et al, 2022; ALIBEKO et al., 2025). Essa
caracteristica torna o leite liofilizado particularmente adequado para analises laboratoriais, nas
quais se busca manter a integridade quimica da amostra (DONEVA et al., 2021; ALIBEKO et
al., 2025; ZHOU et al., 2025).

A produgdo leiteira estd frequentemente associada ao uso de medicamentos veterinarios
em rebanhos, empregados com fins terapéuticos ou profilaticos em animais de produgdo
(ALVES et al., 2019). No entanto, o uso inadequado ou indiscriminado de antibidticos pode
resultar na presenca de residuos no leite, comprometendo sua qualidade e seguranga para o

consumo humano (BRITO et al., 2024).

Entre os contaminantes de maior relevancia, destacam-se os antibidticos da classe das
fluoroquinolonas, especialmente a Ciprofloxacina, amplamente utilizada na medicina
veterinaria para o tratamento de infecgdes bacterianas em rebanhos leiteiros (MAHMOOD et
al., 2016). A presenca residual desse medicamento em produtos lacteos representa um risco a
satide publica, podendo contribuir para o desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana e
provocar reagdes adversas em consumidores sensiveis (TASCI, CANBAY e DOGANTURK,
2021). Por esse motivo, a legislagdo vigente estabelece um limite maximo de residuo (LMR)
de 100 pg L' de Ciprofloxacina em leite (UNIAO EUROPEIA, 2010), valor que demanda

métodos de detec¢ao de alta sensibilidade.

Nas fazendas e laticinios, a triagem inicial de residuos antimicrobianos ¢ geralmente
realizada por meio de testes rapidos, devido a sua praticidade e baixo custo (BRITO et al.,
2024). Dentre os mais utilizados, destacam-se os ensaios baseados em inibi¢gdo microbiana,

como o Delvotest® (BION et al., 2016; JAGESAR e KERKHOF, 2023), Charm MRL® (SHI
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etal.,2021; HASONOVA et al., 2025) ¢ Snap Beta-Lactam® (DUREL, GALLINA E PELLET,
2019), que detectam a presenga de antibidticos a partir da inibicdo do crescimento bacteriano
ou pela interagdo com enzimas especificas. Esses métodos apresentam vantagens operacionais,
como rapidez e facilidade de uso, porém possuem limitagdes quanto a especificidade,
sensibilidade e faixa de antibioticos detectaveis, podendo gerar falsos positivos ou negativos
dependendo da matriz e das condigdes de amostragem (DUREL, GALLINA E PELLET, 2019;
BRITO et al., 2024).

Nesse contexto, as técnicas espectroscopicas, como o infravermelho médio (MIR) e o
infravermelho proximo (NIR), tém se consolidado como alternativas promissoras para o
monitoramento de residuos de antibioticos em produtos de origem animal (FENG et al., 2024;
LUIZ et al., 2018; TEIXEIRA et al., 2020; QIN, XIE E YING, 2016). Essas abordagens sao
nao destrutivas, rapidas e ambientalmente sustentaveis, permitindo a obtengao de informagdes
estruturais detalhadas sobre a amostra e possibilitando analises simultdneas de multiplos
componentes (RINGSTED, SIESLER e ENGELSEN, 2017; NI FHUARAIN et al., 2024).
Quando combinadas com ferramentas quimiométricas, as técnicas espectroscopicas tornam-se
capazes de detectar diferengas quimicas sutis que ndo sao evidentes na inspecao visual dos

espectros (ZHU et al., 2019; AMIRVARESI et al., 2021; MOGHADDAM et al., 2022).

Dentre os métodos quimiométricos mais empregados, a Analise de Componentes
Principais (PCA) permite a exploracao da variabilidade espectral e a identificacdo de padrdes e
agrupamentos entre amostras, enquanto a Anélise Discriminante por Minimos Quadrados
Parciais (PLS-DA) possibilita a construgdo de modelos supervisionados para classificagdo de
amostras em diferentes categorias de concentragdo (AMIRVARESI et al., 2021; YANG et al.,
2021). Tais abordagens sao particularmente Uteis quando aplicadas a matrizes complexas, como
o leite em p¢ liofilizado, nas quais os efeitos da matriz podem sobrepor-se as bandas do analito

(ZHU et al., 2020; CHATZIMICHAIL et al., 2025).

Considerando que a robustez dos modelos multivariados depende diretamente da
representatividade e variabilidade do conjunto de dados, foram empregadas neste estudo
amostras sintéticas geradas via Andlise de Componentes Principais (PCA). A utilizagdo de
amostras sintéticas tem como finalidade ampliar a base amostral de forma estatisticamente
coerente, reduzindo possiveis vieses decorrentes de conjuntos experimentais limitados
(FLANAGAN e GLAVIN, 2023). A geracao de amostras via PCA, cria novas observagdes que
preservam a estrutura de correlagdo multivariada dos espectros originais, uma vez que as
amostras sdo sintetizadas no espago dos scores e posteriormente reconstruidas a partir das

componentes principais (PADINJAREKKARA, ALECCI e POPA, 2024). Dessa forma, ¢
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possivel aumentar a densidade do espago amostral sem introduzir ruido artificial, garantindo

maior estabilidade, generalizacdo e capacidade preditiva aos modelos quimiométricos

(PADINJAREKKARA, ALECCI e POPA, 2024; CALDEIRA et al., 2024).

Dessa forma, o presente trabalho tem como objetivo avaliar o desempenho de métodos
quimiométricos aplicados a andlise exploratéria e de classificacio (PCA e PLS-DA) de
espectros MIR e NIR de leite em po liofilizado fortificado com diferentes concentracdes de
Ciprofloxacina, utilizando dados reais e dados combinados (reais combinados com sintéticos)
submetidos a distintos pré-processamentos espectrais. A proposta busca contribuir para o
desenvolvimento de estratégias de triagem rapida, confidvel e multivariada, que possam
complementar ou substituir testes convencionais no monitoramento de residuos de antibidticos

em leite.

2. Material e Métodos

2.1. Amostras

Foram coletadas do tanque resfriador amostras de leite cru do rebanho de vacas da raca
Jersey que ndo receberam tratamento com antibidticos nos ultimos 60 dias, pertencentes ao

rebanho da Embrapa Clima Temperado, localizada na cidade de Pelotas — Rio Grande do Sul.

2.2. Delineamento experimental

O padrdo do antibidtico Ciprofloxacina de grau analitico foi utilizado na forma de po.
Inicialmente, foi preparada uma solucao estoque de Ciprofloxacina a 10.000 ug L™ em leite. A
solugdo estoque foi preparada imediatamente antes do uso, diluindo-as até uma concentragdo
equivalente a duas vezes o LMR (Limite Maximo de Residuos) deste antibidtico para obtengao

das concentragdes: 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175 ¢ 200 pg L.

A amostra controle (0), denominada amostra “pura” ndo recebeu adi¢ao do antibidtico. A
impregnagdo foi realizada em cinco dias consecutivos para cada concentragdo,
homogeneizando-se cuidadosamente as amostras por agitacio manual por 1 minuto, e
encaminhadas para liofilizacdo no Laboratério de Analise de Alimentos, da Embrapa Clima
Temperado e posteriores andlises no Laboratorio de no Laboratorio do Centro de Estudos em

Leite (CEL), do Departamento de Tecnologia Rural e Animal (UESB).
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2.3. Liofilizacao

As amostras de leite, tanto puras quanto fortificadas com o padrdo de Ciprofloxacina,
foram transferidas para microtubos de 2 mL (Eppendorf®), congeladas a —20 °C e
posteriormente submetidas a liofilizacao a 48 °C £2 °C ¢ 0,100 mBar durante 48 h, utilizando

liofilizador L108 (LioTop, Sao Paulo, Brasil).

2.4. Espectroscopia no infravermelho médio (FTIR-MIR)

As andlises espectroscopicas foram realizadas em amostras de leite liofilizado (com e sem
adi¢ao de Ciprofloxacina) utilizando espectrometro Agilent Cary 630 (Santa Clara, EUA),
operando na faixa de 4000—650 cm™. Os espectros foram obtidos no modo de absorbancia,
empregando a técnica de reflectancia total atenuada (ATR) com cristal de diamante. As leituras
foram registradas e processadas com os softwares Microlab e Resolution Pro (Agilent
Technologies). Para cada amostra, uma pequena por¢do do pd liofilizado foi aplicada

diretamente sobre o cristal, garantindo contato uniforme com a superficie de leitura.

2.5. Espectroscopia no infravermelho préximo (NIR)

Os espectros NIR foram obtidos com espectrometro SpectraStar 2500XL (Unity
Scientific, Brookfield, CT, EUA), equipado com fonte de halogénio de tungsténio e detector
InGaAs. As medidas foram realizadas no modo de refletancia (%R), convertidas em
absorbancia (log 1/R). Os espectros foram coletados na faixa de 1100-2500 nm, com resolugao
de 1 nm, totalizando 1400 varidveis espectrais, resultantes da média de 64 varreduras por

amostra.

2.6. Pré-processamento dos dados espectrais

Para cada conjunto espectral (MIR e NIR), foram avaliados quatro diferentes pré-
processamentos com o intuito de reduzir ruido instrumental, efeitos de espalhamento e
variagdes de linha de base. Os métodos testados incluiram: (i) primeira derivada de Savitzky—
Golay (DSG) com janela de 15 pontos e polindmio de segunda ordem, (i1) correcao de linha de
base, (ii1) Corre¢ao Multiplicativa de Espalhamento - Multiplicative Scatter Correction (MSC)
e (iv) Variavel Normal Padrao - Standard Normal Variate (SNV).

2.7. Amostras sintéticas

As amostras sintéticas utilizadas neste estudo sdo as mesmas geradas e descritas
detalhadamente no Artigo 1, por meio de Analise de Componentes Principais (PCA), conforme

metodologia de Folli et al. (2024). Assim, ndo foi realizada nova etapa de geracao sintética.
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Para o presente trabalho, os espectros sintéticos e reais foram reorganizados em trés classes de
concentracdo de Ciprofloxacina, de forma a refletir o comportamento quimico do analito em

faixas distintas:
e (Classe 0: amostras sem adicao de antibidtico;

e C(lasse 1: amostras com concentracdoes entre 25 ¢ 100 ug L' (at¢ o LMR da

Ciprofloxacina) (UNIAO EUROPEIA, 2010);
e C(lasse 2: amostras entre 125 ¢ 200 ug L' (acima do LMR).

Essa reclassificagdo permitiu avaliar o desempenho dos modelos quimiométricos
considerando o agrupamento por faixas de concentragdo, garantindo consisténcia estatistica e

comparabilidade com o conjunto de dados original.

2.8. Analises quimiometricas

As andlises quimiométricas foram realizadas com o objetivo de explorar a variabilidade
espectral e avaliar o potencial discriminante entre as amostras de leite em pd liofilizado
contendo diferentes concentragdes de Ciprofloxacina. Para tanto, aplicaram-se as técnicas de
Andlise de Componentes Principais (PCA) e Andlise Discriminante por Minimos Quadrados

Parciais (PLS-DA), utilizando os conjuntos espectrais MIR e NIR previamente obtidos.

A PCA foi empregada como ferramenta exploratoria ndo supervisionada para identificar
tendéncias, agrupamentos e possiveis outliers no conjunto de dados. Essa andlise foi conduzida
considerando as trés classes de amostras definidas experimentalmente: classe 0 (sem
antibiotico), classe 1 (25 a 100 pg L") e classe 2 (125 a 200 pg L™"). A seguir, foi aplicada a
PLS-DA, técnica supervisionada amplamente empregada para classificagdo de dados
espectrais. Essa abordagem buscou maximizar a separacao entre as trés classes de concentracao

de Ciprofloxacina, modelando a relagao entre as variaveis espectrais e as categorias definidas.

Todas as etapas de modelagem quimiométrica foram realizadas no ambiente MATLAB®

R2025b (MathWorks, Natick, MA, EUA).

2.8.1. Analise de Componentes Principais — PCA

A Analise de Componentes Principais (PCA) foi utilizada para reduzir a
dimensionalidade de um conjunto de variaveis correlacionadas, facilitando a interpretacao dos
dados e a identificagdo de padrdes. Os dados foram organizados em matriz nxp, linhas

representavam as amostras de diferentes concentragdes de Ciprofloxacina e as colunas foram
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preenchidas com os dados de absorbancia dos espectros MIR e NIR, que foram usados como

variaveis independentes.

Foram extraidos dois componentes principais (CP’s), representando combinagdes
lineares entre varidveis originais que explicam mais de 95% da variancia total dos dados. A

variavel concentracao foi usada como identificador para cada observagao.

2.8.2. Analise de Minimos Quadrados Parciais - PLS-DA

A andlise discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA) foi aplicada aos
espectros MIR e NIR com o objetivo de classificar as amostras de acordo com os niveis de
antibidtico. Inicialmente, os dados espectrais foram organizados em uma matriz X, contendo as
intensidades espectrais como varidveis independentes, € um vetor y, representando as classes
categoricas associadas as concentragdes do analito. A divisdo dos dados em conjuntos de
calibragdo (60%) e validagdo externa (40%) foi realizada pelo algoritmo de Kennard—Stone

(FOLLI et al., 2024).

As métricas de exatidao (R?), especificidade, precisdo e sensibilidade foram empregadas
como parametros de avaliagdo do desempenho dos modelos desenvolvidos (FOLLI et al.,

2024).

3. Resultados e Discussao

3.1. Investigacao espectral e procedimentos de pré-processamento

Os espectros MIR do leite liofilizado puro (0) e do leite liofilizado fortificado com
Ciprofloxacina em niveis at¢ o LMR (1) e acima do LMR (2) apresentaram bandas
caracteristicas da matriz lactea, com variagOes sutis de intensidade e forma associadas a

presenca do antibiotico (Figura 1).
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Figura 1. Espectro MIR processados por SNV (A), MSC (B), corregdo de linha de base (C) e
DSG (D).

E possivel observar que os pré-processamentos por SNV (Figura 1A), MSC (Figura 1B)
e corregdo de linha de base (Figura 1C) apresentaram comportamento semelhante na redugao
de variagdes ndo quimicas dos espectros MIR, principalmente associadas a efeitos fisicos da
matriz liofilizada, como espalhamento e varia¢des de intensidade global. Embora visualmente
proximos, esses métodos atuam de forma distinta: a corre¢do de linha de base remove
componentes aditivos, enquanto MSC e SNV minimizam efeitos multiplicativos e de
espalhamento (YAN, 2025; ROSALES-MARTINEZ et al., 2025). Nestes trés processamentos
observa-se picos sobrepostos que nao realcaram com clareza a influéncia quimica do padrao do
antibiotico.

A aplicagdo da primeira derivada de Savitzky—Golay (Figura 1D) apresentou
comportamento distinto dos métodos de normalizacdo e correcao de espalhamento, ao atuar
principalmente no realce de variagdes locais do espectro e na resolu¢do de bandas sobrepostas
(ROSALES-MARTINEZ et al., 2025). No leite liofilizado, regides dominadas por bandas
largas nas regides 3600-3000 cm™ (O-H e N-H) e 3000-2800 cm™* (C-H de lipidios)
(MOHAMED et al., 2021), apresentaram reducao do efeito de sobreposi¢ao, permitindo melhor

distin¢do das contribui¢des relativas da matriz. Ja na regido de 1700—-1400 cm™, correspondente



108

principalmente as bandas de amida I e II das proteinas (DANILOSKI et al., 2022; SANTANA
et al., 2025), a derivada evidenciou mudancas no perfil espectral associadas a fortificacdo com
Ciprofloxacina. Essas alteracdes estdo relacionadas a presenga de grupos carbonila (C=0) e
amina (N-H) do antibidtico (RATHORE et al., 2019), cujas absor¢des se sobrepdem as

vibragdes proteicas do leite, tornando-se mais perceptiveis apos a derivacao.

Na regiao de 1300-900 cm™, atribuida a vibragdes C—F ¢ C—N, (anel quinolonico do
antibiotico) (BRUCKMANN et al., 2024), C-O e C-O-C (relacionado a lactose da matriz
lactea) (SANTANA et al., 2025), a primeira derivada destacou sobreposi¢des entre as classes
0, 1 e 2, sugerindo que o aumento da concentragao de Ciprofloxacina influencia a resposta
espectral nessas bandas. Entretanto, observa-se também um aumento do ruido, especialmente
em regides de menor intensidade espectral (2500-2000 cm™), o que ¢ um efeito esperado da

derivagio (ROSALES-MARTINEZ et al., 2025).

Os mesmos procedimentos foram aplicados aos espectros NIR e podem ser observados

na Figura 2.
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Figura 2. Espectro NIR processados por SNV (A), MSC (B), correcao de linha de base (C) e
DSG (D).
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Os espectros NIR (Figura 2) das amostras de leite liofilizado puro (classe 0) e fortificadas
com Ciprofloxacina (classes 1 e 2) apresentaram perfis tipicos de matriz lactea, com bandas
predominantes associadas a O—H (~1450 e ~1800 nm) de lactose, C—H de lipidios (~1720—-1760
nm) e combinagdes envolvendo C—H, O—H e N-H (~2100-2300 nm) de proteinas, carboidratos
e lipidios (MOHAMED et al., 2021). Devido a baixa concentracdo do farmaco, as diferencas

entre as classes nos espectros brutos foram sutis e mascaradas pela forte contribuicao da matriz.

A correcdo de linha de base (Figura 2C) reduziu deslocamentos verticais ¢ melhorou o
alinhamento espectral, porém ndo promoveu separacao evidente entre as classes. As variagdes
permaneceram discretas, principalmente na regidao de 2100-2300 nm, onde ha possivel
contribuicao dos grupos carbonilicos € aminicos da Ciprofloxacina (QIU et al., 2018; YAN,
2025). Os pré-processamentos MSC (Figura 2B) e SNV (Figura 2A) minimizaram os efeitos de
espalhamento tipicos de amostras so6lidas, reduzindo a variabilidade fisica entre espectros. Apos
esses tratamentos, as diferengas quimicas tornaram-se relativamente mais evidentes,
especialmente nas regides possivelmente associadas a C=0, C—N e N-H (~2100-2300 nm),
sugerindo influéncia da concentragdo crescente do farmaco (classe 2 > classe 1 > classe 0) (QIU

etal., 2018; YAN, 2025; ROSALES-MARTINEZ et al., 2025).

A aplicacdo da primeira derivada Savitzky—Golay (Figura 2D) intensificou as diferencas
sutis entre as classes, realgando possiveis variagdes locais associadas principalmente as regides
de ~1600—1700 nm (C=C aromatico e N—H da Ciprofloxacina) ¢ ~2100-2300 nm (QIU et al.,
2018; SCHUMER et al., 2025; ROSALES-MARTINEZ et al., 2025). Entretanto, ainda se
observa leve tendéncia global no espectro derivado, indicando que a derivada isoladamente nao

eliminou completamente efeitos residuais de linha de base.

3.2. Analises quimiométricas

3.2.1. Analise de Componentes Principais

A analise exploratoria por PCA foi aplicada aos espectros MIR (4000-650 cm™) e NIR
(2500-1000 nm) do leite liofilizado fortificado com diferentes concentragdes de
Ciprofloxacina, com o objetivo de avaliar o potencial discriminante entre as classes sem
antibiotico (classe 0), at¢ o LMR (classe 1) e acima do LMR (classe 2). Foram testados
diferentes pré-processamentos espectrais, em que a primeira derivada Savitzky—Golay
apresentou o melhor desempenho, por realcar variacdes quimicas sutis e reduzir efeitos de
espalhamento. No caso do MIR, o recorte espectral entre 1800 e 800 cm™' mostrou-se o mais
adequado, por abranger as principais bandas caracteristicas da Ciprofloxacina e minimizar a

sobreposi¢ao das classes, resultando em um modelo mais estavel e interpretavel.
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As duas primeiras componentes principais (PC1 e PC2) explicaram conjuntamente mais
de 98% da variancia total nos espectros MIR (Figura 3) e acima de 99% nos espectros NIR

(Figura 4), evidenciando boa representatividade dos dados.
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Figura 3. PCA dos espectros MIR (A, C) graficos de scores das amostras originais e dos dados

combinados, respectivamente e (B, D) loadings correspondentes as mesmas analises.
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Figura 4. PCA dos espectros NIR (E, G) graficos de scores das amostras originais e dos dados

combinados, respectivamente e (F, H) loadings correspondentes as mesmas analises.

Em ambos os conjuntos, observa-se acentuada sobreposi¢do entre as classes no espago de
scores, indicando que as principais fontes de variagdo estdo associadas a composi¢ao natural
do leite e ndo diretamente a concentracdo de Ciprofloxacina. Os loadings mostram, no MIR
(Figura 3), as maiores contribui¢des da PC1 concentram-se nas regioes em torno de ~1650 cm™
(amida I), ~1540 cm™ (amida II) e ~1740 cm™ (C=O de lipidios), bandas tipicas da matriz
proteica e lipidica do leite, mas também presentes no espectro do antibidtico
(CHATZIMICHALIL et al., 2025). Apesar da sobreposi¢do entre as classes, as regides dos
loadings entre ~1300-1200 cm™ e ~1450 cm™' sugerem contribui¢do espectral atribuida a
Ciprofloxacina, principalmente na PC2, associadas as vibragdes C—F, C-N, C=0 e modos de
deformacao do anel quinolonico (BRUCKMANN et al., 2024). Essas bandas indicam que,
embora a variagdo global seja dominada pela matriz, h4 indicios de que o antibidtico exerce
influéncia mensuravel sobre a estrutura multivariada dos espectros, refletindo sua presencga nos

dados e contribuindo parcialmente para a variancia capturada pelas componentes principais.

Os loadings referentes aos espectros NIR (Figura 4) indicam que a PC1 apresenta
contribuigdes marcantes proximas de ~2300 nm e ~1700 nm, regides tipicamente associadas a
combinagdes e sobretons envolvendo ligagdes C—H, N—H e modos de combinacdo de O—-H
caracteristicos de proteinas, carboidratos e lipideos, o que corrobora a predominancia da

composigio do leite na explicagdo da variancia (BEC, GRABSKA e HUCK, 2020). Ja a PC2
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apresenta picos notaveis entre ~1300 nm e ~1400 nm, regido onde aparecem sobretons e
combinagdes relacionadas a grupos aromaticos (C—H, N—H, C-N), compativeis com modos
vibracionais esperados para estruturas como as da Ciprofloxacina (TAN et al., 2012). Assim,
apesar da sobreposicao das classes, os loadings indicam que algumas regides NIR carregam

sinal atribuivel ao antibidtico e influenciaram parcialmente as componentes principais.

Com a inclusdo das amostras sintéticas, observa-se apenas um aumento na densidade de
pontos no espago das componentes principais, sem alteragdo significativa na distribuicdo das
classes. No entanto, a proximidade entre as amostras originais e sintéticas sugere que o processo
de geragdo via PCA foi estatisticamente consistente, reproduzindo adequadamente a estrutura
multivariada dos dados e preservando suas relagdes espectrais. Ainda assim, a separacao entre
classes ndo se aprimorou, indicando que a variabilidade introduzida ndo foi suficiente para

capturar diferencgas espectrais relacionadas a concentragdo de Ciprofloxacina.

Em sintese, a aplicacdo da primeira derivada Savitzky—Golay permitiu melhorar a
qualidade espectral e explorar a coeréncia estrutural dos dados, mas ndo foi suficiente para
promover a discriminacdo entre as classes. Esses resultados, observados de forma semelhante
para as regides MIR e NIR, demonstram que as diferencas espectrais associadas a
Ciprofloxacina estdo abaixo do limite de sensibilidade da PCA, reforcando a necessidade de
empregar métodos supervisionados, como PLS-DA, para uma separacdo mais robusta e

interpretavel.

3.2.2. Analise de Minimos Quadrados Parciais - PLS-DA

A andlise discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA) foi aplicada com o
objetivo de classificar amostras de leite em po liofilizado em trés categorias distintas: sem
antibiotico (classe 0), baixa concentragdo de Ciprofloxacina (25 a 100 pg L', classe 1) e alta
concentracdo de Ciprofloxacina (125 a 200 pg L™, classe 2). Diferentes estratégias de pré-
processamento espectral foram avaliadas, considerando cenarios com e sem a inclusdo de
amostras sintéticas, bem como a variagdo do niumero de variaveis latentes (LVs) (DUARTE et
al.,2022; THEAKSTONE et al., 2021; HIRRI et al., 2016). A Tabela 1 apresenta os resultados
obtidos para os modelos PLS-DA em espectros MIR e NIR.



Tabela 1. Parametros de desempenho para os modelos PLS-DA usando espectroscopias MIR e NIR.
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Tratamento Modelo Dados Calibracao Validagao
LV Classe Exatiddo Precisio Sens. Especif. Exatiddo Precisio Sens. Especif.
DSG MIR Originais 3 0 0,963 ! 0,667 1 1 1 1 1
1 0,963 0,923 1 0,933 1 1 1 1
2 ! ! I ! 1 1 1 1
DC 4 0 0,994 1 0,944 1 0,991 1 0,917 1
1 0,994 0,986 1 0,989 0,991 0,979 1 0,983
5 1 1 1 1 1 1 1 1
NIR Originais 5 0 0,963 0,75 1 0,958 0,944 0,667 1 0,937
1 0,963 1 0,916 1 0,889 1 0,750 1
5 1 1 1 1 0,833 0,778 0,875 0,80
DC 4 0 0,876 0,46875 0,833 0,881 0.842 0,413 1 0,823
1 0,827 0,893 0,694 0,933 0,759 0,893 0,521 0,950
5 0,802 0,770 0,792 0,811 0,824 0,784 0,833 0,817
SNV MIR Originais 3 0 1 1 1 1 0,889 - 0 I
1 1 1 1 1 0,611 0,538 0,875 0,40
0,611 0,6 0,375 0,8
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Tratamento Modelo Dados Calibracao Validagao
LV Classe Exatiddo Precisio Sens. Especif. Exatidio Precisio Sens. Especif.
DC ) 0 0,969 1 0,722 1 0,981 1 0,833 1
1 0,951 0,9 1 0,911 0,907 0,827 1 0,833
5 0,932 0,942 0,903 0,955 0,889 0,950 0,792 0,967
NIR Originais 5 0 0,815 0,25 0,333 0,875 0,833 0,4 1 0,812
1 0,778 0,75 0,75 0,8 0,722 0,714 0,625 0,80
) 0,741 0,727 0,667 0,8 0,778 0,833 0,625 0,90
DC 4 0 0,809 0,349 0,833 0,805 0,815 0,346 0,750 0,823
1 0,778 0,8103 0,653 0,878 0,768 0,780 0,667 0,850
) 0,772 0,787 0,667 0,855 0,731 0,731 0,625 0,817
]S;sr;egao de linha de MIR Originais 3 0 0,926 1 0,333 1 0,889 i 0 1
1 0,926 0,857 1 0,867 0,611 0,538 0,875 0,40
) 1 1 1 1 0,611 0,6 0,375 0,80
DC 3 0 0,981 0,941 0,889 0,993 0,954 0,733 0,916 0,958
1 0,987 0,973 1 0,978 0,963 0,923 1 0,933
) 0,969 0,972 0,958 0,978 0,917 0,976 0,833 0,983
NIR Originais 4 0 0,852 0,333 0,333 0917 0,889 0,50 0,50 0,937
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Tratamento Modelo Dados Calibracao Validagao
LV Classe Exatiddo Precisio Sens. Especif. Exatidio Precisio Sens. Especif.
1 0,667 0,615 0,667 0,667 0,667 0,667 0,50 0,80
5 0,741 0,727 0,667 0,80 0,555 0,50 0,625 0,50
DC 4 0 0,858 0,419 0,722 0,875 0,805 0,304 0,583 0,833
1 0,802 0,794 0,750 0,844 0,750 0,744 0,667 0,817
5 0,759 0,761 0,667 0,833 0,704 0,690 0,604 0,783
MSC MIR Originais 3 0 0,926 ! 0,333 1 0,889 - 0 !
1 0,926 0,857 1 0,867 0,611 0,538 0,875 0,40
) 1 1 1 1 0,611 0,60 0,375 0,80
DC 3 0 0,914 0,7 0,388 0,979 0,926 0,70 0,583 0,969
1 0,969 0,935 1 0,944 0,935 0,872 1 0,883
) 0,883 0,853 0,889 0,878 0,861 0,884 0,792 0912
NIR Originais 4 0 0,889 i 0 1 0,833 0 0 0,937
1 0,778 0,714 0,833 0,733 0,611 0,545 0,750 0,5
) 0,741 0,692 0,75 0,733 0,555 0,5 0,375 0,7
DC 4 0 0,833 0,378 0,778 0,840 0,851 0,409 0,750 0,864
0,753 0,767 0,639 0,844 0,741 0,727 0,667 0,80
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Tratamento Modelo Dados Calibracao Validagao
LV Classe Exatiddo Precisio Sens. Especif. Exatidio Precisio Sens. Especif.
5 0,747 0,734 0,667 0,811 0,703 0,690 0,604 0,783

DSG: primeira derivada Savitzky—Golay; DC: dados combinados; Sens: Sensibilidade; Especif: Especificidade.
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Os resultados demonstraram que a espectroscopia MIR aliada ao pré-processamento
primeira derivada Savitzky—Golay, a inclusdo de amostras sintéticas e ao uso de quatro
variaveis latentes, apresentou o melhor desempenho, conciliando alta exatiddo, precisdo,
sensibilidade e especificidade tanto nas etapas de calibracdo quanto de validacdo (Tabela 1).
Essa configuragdo alcangcou uma exatidao média de 0,994 no conjunto de calibracdo e 0,991 no
conjunto de validacao, com valores de sensibilidade e precisdo superiores a 0,9 em todas as
classes, evidenciando a robustez do modelo. Esses resultados corroboram os resultados
reportados por Hu et al. (2021), que obtiveram desempenho semelhante na diferenciacdo de trés

antibidticos em leite em pd, utilizando PLS-DA.

O uso da primeira derivada Savitzky—Golay mostrou-se particularmente eficiente por
eliminar variag¢des de linha de base e normalizar diferencas de intensidade (HIRRI et al., 2016),
preservando, contudo, as caracteristicas espectrais relacionadas a concentragao do antibiotico.
Esse comportamento favoreceu a separagdo entre classes adjacentes (0—1 e 1-2), o que ¢ crucial
em analises onde pequenas variagdes de concentragdo possuem relevancia analitica. Aliada ao
pré-processamento a inclusdo de amostras sintéticas contribuiu de maneira expressiva para o
aumento da capacidade classificatoria do modelo (CALDEIRA et al., 2024), principalmente
nas classes 0 (sem antibidtico) e 1 (baixa concentracdo), que apresentavam desempenhos

insatisfatorios no conjunto original.

A Figura 5 apresenta os graficos de valores preditos obtidos a partir do modelo PLS-DA
MIR, associado ao pré-processamento por primeira derivada de Savitzky—Golay e ao uso de
dados combinados, para a classificagdo de amostras de leite em po liofilizado quanto a presenga
do padrao de Ciprofloxacina. As classes avaliadas foram leite puro (classe 0), baixa
concentracdo de Ciprofloxacina (< 100 pg L™, correspondente ao limite maximo de residuo —
LMR) (UNIAO EUROPEIA, 2010) e alta concentracdo de Ciprofloxacina (> 100 até 200 pug
L.
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Figura 5. Graficos de dispersao dos valores Y preditos pelo modelo PLS-DA para as diferentes
classes; A e C correspondem ao conjunto de calibracdo, enquanto B e D referem-se ao conjunto

de validagao externa.

Nos graficos, observa-se uma clara separagdo entre o leite puro (classe 0) e as amostras
fortificadas, evidenciando a capacidade do modelo em discriminar amostras conformes e nao
conformes do ponto de vista regulatorio. As amostras classificadas como baixa concentragdo
(at¢ o LMR) apresentam valores preditos intermediarios, enquanto as amostras com alta
concentragdo de Ciprofloxacina exibem respostas bem distintas, afastadas do grupo do leite
puro. De acordo com Gaugain et al. (2019), essa separacao ¢ fundamental para aplicagdes em
controle de qualidade, uma vez que permite identificar de forma confiavel amostras que

excedem o limite permitido pela legislacao.

Do ponto de vista do controle de qualidade do leite, os resultados indicam que a
abordagem baseada em PLS-DA aplicada a dados espectrais € promissora como ferramenta de
triagem rapida. O método permite identificar amostras livres de Ciprofloxacina, amostras
dentro do LMR e, principalmente, amostras acima do limite maximo permitido, que
representam risco a saude publica e devem ser rejeitadas (HU et al., 2021). Assim, o modelo
apresenta potencial para ser utilizado como método complementar ou de pré-selecdo em

programas de monitoramento de residuos de antibioticos em leite.
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A separacdo observada nos graficos de valores preditos do modelo PLS-DA ¢ confirmada
quantitativamente pelas matrizes de confusdo apresentadas na Tabela 2, referentes aos
conjuntos de calibragdo e validagao.

Tabela 2. Matriz de confusdo para amostras de calibragdo e validagdo com base no modelo
PLS-DA, considerando dados MIR.

Calibracao Validacao
Classe Real Classe 0 Classe 1 Classe 2 Classe 0 Classel Classe2
(%) (%) (%) (%) (%) (“o0)
Classe 0 94,4 6,6 0,0 91,7 8,3 0,0
Classe 1 0,0 100 0,0 0,0 100 0,0
Classe 2 0,0 0,0 100 0,0 0,0 100

As matrizes de confusdo obtidas para os conjuntos de calibracdo e validagdo externa
evidenciam o elevado desempenho do modelo PLS-DA na classificacdo das amostras de leite
em po liofilizado quanto a presenca de Ciprofloxacina. Observa-se que a maioria das amostras
foi corretamente classificada ao longo da diagonal principal, com taxas de erro reduzidas e
concentradas principalmente entre as classes leite puro € baixa concentragao, préximas ao limite
maximo de residuo (LMR). Destaca-se que nenhuma amostra com concentragao acima do LMR
foi classificada como leite puro, o que demonstra o carater conservador ¢ a adequacdo do

modelo para aplicagdes em controle de qualidade e seguranga alimentar.

Nesta mesma abordagem, a Figura 6 apresenta os graficos de scores (A) e loadings (B)
do modelo PLS-DA MIR, pré-processado com a primeira derivada de Savitzky—Golay e com o
uso de dados combinados. O modelo foi construido com quatro variaveis latentes (LVs), as
quais fornecem uma interpretacdo multivariada consistente e coerente com os resultados de
classificagdo previamente discutidos. A utilizagdo de quatro LVs mostrou-se adequada por
permitir a captura da maior parte da variancia relevante dos dados espectrais, assegurando
simultaneamente boa capacidade discriminante entre as classes e robustez do modelo, conforme
evidenciado pelos elevados valores de acurdcia, sensibilidade e especificidade obtidos tanto na

calibra¢do quanto na validagdo externa.
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Figura 6. Graficos de scores (A) e loadings (B) do modelo PLS-DA.

O grafico de scores (LV1 x LV2) evidencia uma separagao clara entre as amostras de
leite puro, baixa concentragdo e alta concentracao de Ciprofloxacina. Observa-se que a LV1,
responsavel por aproximadamente 99,33% da variancia explicada, exerce papel dominante na
discriminacao entre o leite sem antibiotico e as amostras fortificadas. Essa separa¢o indica que
a principal fonte de variacao capturada pelo modelo esta associada as caracteristicas intrinsecas

da matriz do leite.

A analise dos loadings da LV1 confirma essa interpretagdo, uma vez que sao observadas
contribuicdes espectrais significativas nas regides caracteristicas dos constituintes majoritarios
do leite. Destacam-se bandas associadas as vibragdes de estiramento O—H e N—H na regido de
aproximadamente 3600-3200 cm™, relacionadas principalmente a dgua e as proteinas, bem
como bandas de estiramento C—H de grupos alifaticos em torno de 2950-2850 cm™, tipicas de
lipidios (BALAN et al., 2020). Além disso, contribui¢cdes nas regides de 1700-1500 cm™,
atribuidas as bandas amida I e amida II das proteinas, e na regido de 1200-900 cm™*, associada
a carboidratos (CHATZIMICHAIL et al., 2025), reforcam que a LVI1 descreve

predominantemente a variabilidade estrutural da matriz lactea.

Em contraste, as varidveis latentes subsequentes (LV2, LV3 e LV4), embora expliquem
fragdes menores da variancia total, estdo diretamente relacionadas as variagdes espectrais
associadas a presencga da Ciprofloxacina. Os loadings dessas LVs apresentam contribui¢des
relevantes em regides espectrais compativeis com o padrao do antibiotico, indicando que essas
variaveis latentes capturam diferengas quimicas mais sutis relacionadas a sua incorporag¢ao na

matriz do leite.

Especificamente, observam-se contribui¢des em regides associadas a vibragdes de grupos
funcionais caracteristicos da Ciprofloxacina, como bandas na regido de 1700-1600 cm™,
atribuidas a vibracgdes de estiramento C=0 e C=C do anel quinolonico, além de contribui¢des

entre 1500-1400 cm™ relacionadas a deformagdes N—H e vibragdes aromaticas (ALQARNI et
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al., 2025). Regides adicionais entre 1300—1000 cm™, associadas a estiramentos C-N e C-F
(BRUCKMANN et al., 2024), também se destacam nos /loadings das LVs superiores,

reforgando a associacdo dessas variaveis latentes com o perfil espectral do antibiotico.

A contribuicdo conjunta das LVs 2, 3 e 4 ¢ fundamental para a discriminagdo entre as
amostras de baixa e alta concentracdo de Ciprofloxacina, especialmente em torno do limite
maximo de residuo (LMR). Embora essas LVs expliquem parcelas menores da variancia global,
sua inclusdo melhora a capacidade do modelo em capturar variagdes quimicas sutis relacionadas
a concentracdo do analito, refletindo-se no bom desempenho observado no conjunto de

validagao externa.

De forma geral, a coeréncia entre os graficos de scores, os perfis de loadings, a atribui¢ao
quimica das regides espectrais e os elevados indicadores de desempenho confirma que o modelo
PLS-DA com quatro variaveis latentes ¢ adequado para a classificacdo de amostras de leite em
po6 liofilizado quanto a presenca e ao nivel de Ciprofloxacina. Esses resultados corroboram a
discussdo anterior e evidenciam que a estratégia de pré-processamento adotada, aliada ao uso
de dados combinados, foi eficaz para realgar tanto as caracteristicas da matriz do leite quanto

as assinaturas espectrais do padrao do antibiotico.

3.2.2.1. Avaliacao da robustez do modelo PLS-DA por validacio Monte Carlo

Com o objetivo de avaliar a robustez estatistica do modelo selecionado, foi realizada uma
validacao externa por simulacdo Monte Carlo com 50 iteragdes, aplicada ao modelo PLS-DA —
MIR com pré-processamento por DSG e dados combinados com quatro variaveis latentes. A
Tabela 3, apresenta a média e o desvio padrao das métricas avaliadas no modelo.

Tabela 3. Desempenho do modelo PLS-DA-MIR-DSG com dados combinados avaliado por
simula¢do de Monte Carlo (média + DP).

Calibracao

Classe Exatidao Precisao Sensibilidade Especificidade
0 1.0+0.0 0.982+0.027 1.0+0.0 0.998+0.004

1 0.995+0.007 0.998+0.006 0.995+0.007 0.998+0.005

2 0.998+0.006 0.999+0.003 0.998+0.006 1.0+£0.002
Validagao

Classe Exatidao Precisao Sensibilidade Especificidade
0 0.988+0.029 0.969+0.038 0.988+0.029 0.996+0.005

1 0.989+0.013 0.992+0.012 0.989+0.013 0.994+0.009

2 0.995+0.010 0.998+0.008 0.995+0.010 0.998+0.006
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Os resultados obtidos a partir de 50 iteragdes de validagdo Monte Carlo demonstraram
elevada robustez e estabilidade do modelo PLS-DA-MIR-DSG com dados combinados. Na
calibracao, as métricas apresentaram valores proximos de 1 (exatidao entre 0,995 e 1,000), com
desvios padrao muito baixos (< 0,007), indicando excelente capacidade discriminante e baixa
variabilidade entre as reamostragens. Na validagdo, os resultados permaneceram igualmente
elevados (exatidao entre 0,988 e 0,995), com pequenas variagdes (DP < 0,029), evidenciando
boa generalizacao do modelo para dados nao utilizados no treinamento. As altas sensibilidades
e especificidades em todas as classes confirmam desempenho equilibrado, sem viés para
nenhuma categoria especifica. De forma geral, os baixos desvios padrdo associados as métricas
médias indicam estabilidade estatistica e consisténcia preditiva, reforcando a confiabilidade do

modelo sob diferentes divisOes aleatorias dos dados.

4. Conclusao

Neste estudo, demonstramos que a espectroscopia no infravermelho médio, combinada
com pré-processamento por primeira derivada de Savitzky—Golay e modelagem por PLS-DA,
¢ capaz de classificar amostras de leite em p6 liofilizado quanto a presenga e niveis de
Ciprofloxacina com alto desempenho nas condi¢des experimentais testadas. A inclusdo de
amostras sintéticas geradas via PCA aumentou a densidade amostral e melhorou a capacidade
classificatoria, especialmente na distingdo entre amostras livres de antibidtico e aquelas
proximas ao limite maximo de residuo (LMR). Em suma, a abordagem espectroscopica-
quimiométrica proposta constitui uma ferramenta potencialmente eficiente para triagem inicial
de residuos de Ciprofloxacina em leite em pd, complementando métodos confirmatorios e

contribuindo para programas de monitoramento de seguranca alimentar.
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