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RESUMO

A aplicacdo da espectroscopia no estudo dos alimentos esta ascensdo, em
decorréncia da demanda do setor de alimentos para enfrentar os desafios
relacionados as questdes qualidade e autenticidade dos alimentos. O azeite
virgem extravirgem (AOEV), € um dos principais alvos entre os produtos
alimenticios. Apesar de existir uma legislagao a fim de proteger esse alimento
contra fraudes, ainda existem alguns pontos que necessitam de atencéo,
principalmente voltado a analises de controle de qualidade desse produto. Assim,
esta tese tem como objetivo apresentar os avangos em espectroscopia de
infravermelho na regido do proximo utilizando a abordagem de equipamento
portatil, MicroNIR combinado com analise estatistica multivariada para controle
de qualidade de AOEV. Para isso, foi desenvolvido estudos de caso com foco na
classificagdo e detecgdo de adulteracdo de AOEV com odleos vegetais (soja,
milho, canola e girassol). Os modelos PCA e SIMCA distinguiram as amostras
comerciais de acordo com as informacdes contidas em seus rétulos; além disso,
identificou as amostras de azeite no conjunto de dados com as misturas. Esses
resultados estdo em excelente concordancia com os resultados fisico-quimicos
que corroboram com os limites estabelecidos por lei. A precisdo dos modelos PLS
foi de 0,5 a 1,8% em massa para o modo de transmitancia e de 1,7 a 4,6% em
massa para o modo de refletancia. A fim de validar os modelos propostos, foi feita
a classificagdo e quantificacdo de oleo de soja para 60 amostras de azeite
comercial apreendidas pela policia estadual do Espirito Santo. Além disso, foram
realizados testes fisico-quimicos (acidez, peroxido e absorg¢ao ultravioleta) em
amostras comerciais. O modelo de regressédo PLS construido para quantificar o
O0leo de soja apresentou coeficiente de determinagcdo (R2) maior que 0,99,
mostrando-se satisfatério. Os resultados mostraram que todas as amostras
analisadas apresentaram alto teor de adulterante e ndo podem ser classificadas
como azeite extravirgem. Com isso, a aplicagdao do MicroNIR e ferramentas
quimiometricas podem ser utilizadas para o controle de qualidade de AOEV
adulterado com 6leos vegetais.

Palavras-chave: azeite de oliva, controle da qualidade, NIR portatil, adulteracao.



ABSTRACT

The application of spectroscopy in the study of food is on the rise, due to the
demand of the food sector to face the challenges related to food quality and
authenticity. Extra virgin olive oil (AOEV) is one of the main targets among food
products. Although there is legislation to protect this food against fraud, there are
still some points that need attention, mainly focused on quality control analysis of
this product. Thus, this thesis aims to present the advances in infrared
spectroscopy in the near region using the portable equipment approach, MicroNIR
combined with multivariate statistical analysis for AOEV quality control. For this,
case studies were developed focusing on the classification and detection of AOEV
adulteration with vegetable oils (soybean, corn, canola and sunflower). The PCA
and SIMCA models distinguished commercial samples according to the
information contained on their labels; in addition, it identified the olive oil samples
in the dataset with the blends. These results are in excellent agreement with the
physical-chemical results that corroborate the limits established by law. The
accuracy of the PLS models was 0.5 to 1.8 m% for transmittance mode and 1.7
to 4.6 m% for reflectance mode. In order to validate the proposed models, the
classification and quantification of soybean oil was carried out for 60 samples of
commercial olive oil seized by the Espirito Santo state police. In addition, physical-
chemical tests (acidity, peroxide and ultraviolet absorption) were performed on
commercial samples. The PLS regression model built to quantify soybean oil
showed a coefficient of determination (R2) greater than 0.99, proving to be
satisfactory. The results showed that all samples analyzed had a high adulterant
content and cannot be classified as extra virgin olive oil. With this, the application
of MicroNIR and chemometric tools can be used for the quality control of AOEV
adulterated with vegetable oils.

Keywords: olive oil, quality control, portable NIR, adulteration.
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1 INTRODUGAO

O azeite de oliva (AO), diferente dos oOleos vegetais que sdo extraidos de
sementes e graos, é extraido do fruto, especificamente do mesocarpo, parte mais
suculenta da azeitona. O processo nao utiliza nenhum solvente para tal extragao.
Além disso, para o consumo, o azeite nao precisa passar pelo processo de refino,
como os Oleos vegetais que necessitam desse processo para retirar alguns

compostos, por exemplo, a clorofila’.

A producgao e consumo de azeite de oliva tem crescido consideravelmente nao
somente na bacia do mediterraneo, onde sua produgao é predominante, mas em todo
mundo.? Em decorréncia de sua composigdo quimica a ingestdo desse oleo tem
aumentado, por ajudar a prevenir doengas cardiovasculares, cancer e outras
enfermidades. Assim como os 6leos vegetais, os azeites de oliva, sdo formados por
uma mistura de compostos, tendo principalmente triacilglicerois, diacilglicerdis, acidos

graxos livres e alguns compostos fendlicos.?3

Devido a sua composi¢cao quimica, nutricional e sensorial propria, o azeite de
oliva tem um alto valor comercial, somado a isso, o grande consumo torna este
produto alvo constante de fraudes e adulteragdes.* Muitos sdo os fatores que podem
alterar a qualidade dos azeites de oliva, esses fatores vao desde o cultivo agricola,
condigbes sazonais, maturagdo, armazenamento e processo industrial até chegar ao
produto comercializado. Com isso, todas as etapas sao levadas em consideracio para

a boa qualidade.®

A adulteragdo mais comum €& a adicdo de azeites refinados, O6leos
principalmente vegetais ou minerais de baixo valor. Com isso, se faz necessario o uso
de metodologias de andlises rapidas para controle de qualidade desse produto.®’O
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) determinou uma
normativa (Portaria n°® 419)8 para a determinagéo dos tipos de azeite e qualidade no
mercado brasileiro, de acordo com critérios internacionais, eles podem ser
classificados como: Azeite de oliva extra virgem (com no maximo 0,8%v/v de acido
oleico), Azeite de oliva virgem comum(com no maximo 3,3%v/v de acido oleico),
Azeite de oliva refinado (com no maximo 0,3%V/V de acido oleico) e azeite de oliva

(com no maximo 1%V/V de acido oleico).
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Analises quimicas classicas sao bastante empregadas para tragar origem,
determinar os compostos presentes em azeites de oliva, ° além de observar
adulteragcdes e fraudes. Dentre as técnicas pode-se destacar o uso das
espectrométricas,'®'! de separacido acopladas a diferentes sistemas de detecc¢io,'? e
ressonancia magnética nuclear (RMN). ' Na literatura, ha diversos trabalhos
utilizando a espectroscopia para a analise de oOleos, visto que ha muitas regides de
interesse, que diferenciam os O6leos vegetais dos azeites. Um estudo aborda a
comparacgao entre o infravermelho na regido do médio e proximo para analise de 6leos
e aplicagbes quimiométricas.'* Sanchez, Moreda e Garcia (2013)'® descreve que a
banda de 670 nm, coincide com a absor¢gdo de clorofilas, que estdo presentes
principalmente nos azeites de oliva. Uma ampla faixa de absorbéancia existe por volta
de 1220 nm, possivelmente do oOleo e devido aos sobretons das vibragbes de
estiramento C-H e CH=CH-. Este trabalho demonstra a aplicabilidade do
infravermelho para o controle de qualidade de azeites, sendo possivel identificar
compostos importantes nos 6leos. Principalmente com a associagdo destas técnicas

a ferramentas quimiométricas.
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2 ESTADO DA ARTE

2.1 AZEITE DE OLIVA — HISTORICO, CONSUMO E PRODUGAO

O azeite de oliva extravirgem (AOEV), é o produto obtido da azeitona, fruto da
oliveira pertencente a familia Oleaceae e ao género Olea, e sua espécie denominada
Olea europaea L. Entre as espécies de oliveiras, apenas esta espécie possui frutos
que podem ser consumidos. A origem das oliveiras ndo é bem definida, ha relatos em

10.000 a.C., ja era cultivada na regido da bacia mediterranea.'®

A partir entao fruto da oliveira, produz-se o azeite, a etimologia da palavra arabe
“az-zaitun” tem por significado o suco da azeitona. Em que seu consumo iniciou ao
longo dos anos, em paralelo ao crescimento do cultivo das oliveiras e processamento
da azeitona. Ha registros de que no século VIl a.C., ja se utilizava na culinaria, como
combustivel, para fins medicinais, religiosos, iluminagao, entre outras aplicagdes do

azeite. 16.17

Por muitos anos o cultivo desta arvore era apenas restrito as regides da bacia
mediterranea e alguns paises da Africa, devido as condicdes climaticas favoraveis
(indices pluviométricos, acidez do solo e temperatura) para a producao de bons frutos.
Com passar do tempo e as colonizagbes dos povos o plantio foi disseminando por
outros paises, como Estados Unidos, Chile, Australia e outros.’® As primeiras mudas
de oliveira no Brasil, vieram ha quase dois séculos. Espécies especificas de oliveiras
obtiveram melhor adaptagdo nos Estados de clima mais frios como Rio Grande do
Sul, Santa Catarina a partir de 1948. A expansao para outros Estados como Sao
Paulo, Minas gerais e Espirito Santo so foi possivel, apés modificagdes nao cientificas
para que estas plantas pudessem se adequar ao clima, além de estudos em técnicas

de cultivo para melhorar a qualidade dos frutos produzidos.'81°

Os povos romanos, também tiveram grande desempenho na disseminagao do
azeite, bem como para processo de obteng¢ao, devido ao grande comercio e consumo.
Com isso, a maneira rudimentar de espremer as azeitonas em pildes de pedra, foram

ficando defasadas em relagdo a demanda crescente do comércio de azeite.'
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A partir disso, o método de obtencdo do azeite passou a utilizar britagem e
prensas de rosca de madeira ou ferro. Ao longo dos anos foram surgindo processos
mais rapidos como a prensagem hidraulica e na segunda metade do século XX, o
sistema de centrifugagéo que contribuiram de maneira eficaz, principalmente, levando
em consideracado os sistemas automatizados, e a produ¢do podendo ser de forma

continua ou batelada.”:18

As azeitonas apdés colheita e armazenamento correto, antes de iniciarem os
processos fisicos ao qual sdo submetidas para a extracdo do 6leo, sao lavadas para
que fiquem livres de impurezas e a partir dai, sdo encaminhadas para o esmagamento
do fruto. Uma pasta é o produto deste esmagamento, que pode ser feito por rolos ou
discos trituradores. Entre as etapas de producado, destaca-se a malaxagao, em que
esta pasta sofre o processo de extracdo em um tanque aquecido com temperatura
controlada entre 20° a 35°C e esse processo ocorre sob agitagdo com velocidade
aproximada entre 15- 30 rpom. Nessa etapa, a coalescéncia favorece a separagao da

fase aquosa do 6leo.?°

Apos a malaxacao, no processo de batelada, o produto obtido € prensado e de
fato o solido restante (torta) € separada do 6leo e da fase aquosa, em que esses
ultimos passam por um decantador e separa o 6leo da fase aquosa. Apods isso, 0 6leo
extraido é filtrado para remover os solidos que nao ficaram na “torta”. No processo de
forma continua, logo depois da malaxa¢do, o produto obtido € direcionado ao
decantador e em seguida a centrifuga, ocorrendo a separagéo do azeite dos sélidos
e da fase aquosa. Entre os dois processos, o de forma continua apresenta melhores
resultados quando comparado de batelada devido a pureza e a eficiéncia do método
devido ao volume de produto gerado, no entanto os gastos com equipamentos é mais

elevado.®

Muitos sao os fatores que podem alterar a qualidade dos azeites de oliva,
esses fatores vao desde o cultivo agricola, condigbes sazonais, maturacao,
armazenamento e processo industrial até chegar ao produto comercializado. Com

isso, todas as etapas séo levadas em consideracao para a boa qualidade.>?’

A automatizagao da produgéo, juntamente com os investimentos na agricultura,

além dos beneficios nutricionais dos azeites de alta qualidade fizeram o mercado
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expandir de forma exponencial aumentando muito o consumo e por consequéncia a

produgéo.??

A Figura 1, ilustra (a) a distribuicdo da produgdo mundial de azeite, ano-safra
2019/20 (b) o consumo em toneladas de azeite por 25 paises nos ultimos cinco anos
em relagcao a safras. Os maiores produtores no mundo sdo Espanha e Tunisia com
1125x103 e 440x10°3 toneladas de azeite (2019/20), em relagao ao Brasil, a produgao
esta entre 0-3500 toneladas.com base nos dados do Conselho Oleicola Internacional
(COl). Em dados mais recentes para o ano da safra de 2020/21 a produgéo e consumo
mundial foi de aproximadamente 3,4x10% e 3,1x10° toneladas, respectivamente. Entre
0s paises produtores, destaca-se a Espanha que domina cerca de 46,1% da

producgdo.?324

Figura 1. Mapa com a distribuicdo da producdo mundial de azeite ano-safra

2019/2020. (b) Consumo mundial de azeite por ano-safra.
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A busca pela qualidade de azeite, faz com que os paises que tenham baixa
produgao, importar este produto. Entre os paises que mais importam azeite, destaca-
se o Estados Unidos e o Brasil com o primeiro e segundo lugar como os maiores
importadores de azeite. Na safra de 2019/2020 esses paises importaram cerca de 391
e 103 mil toneladas representando um aumento de 20,7% e 12,8% maior que a safra
do ano anterior para Estados Unidos e Brasil, respectivamente.?> Além da qualidade,
os consumidores estao interessados no sabor e aroma que este produto oferece para
culinaria e nos beneficios nutricionais que sdo provenientes da composi¢cao quimica

que o forma.

2.2 COMPOSICAO QUIMICA

O dleo extraido do fruto da oliveira, tem em sua composicdo uma mistura de
compostos, sendo alguns deles responsaveis por caracteristicas unicas do azeite.
Majoritariamente estdo presentes os triacilglicerdis, e outros componentes como
acidos graxos livre, hidrocarbonetos, compostos fendlicos volateis, pigmentos,

esterdis e outros que completam a composi¢édo quimica deste produto.326

Entre os acidos graxos (acidos carboxilicos de cadeia aberta) presentes no azeite,
destaca-se por exemplo, o estearico (C18:0), oleico (C18:1), linoleico (C18:2),
linolénico (C18:3), palmitico (16:0) e palmitoleico (16:1) e outros, em menores
propor¢cdes estdo os acidos eicosanodico (20:0) heptadecandico (17:0) e o miristico
(14:0) e outros. Esses acidos podem sofrer alteracdo em suas quantidades em fungao
da localidade onde o fruto foi colhido devido aos diferentes fatores como clima, solo,
latitude, além disso, a composicdo dos acidos graxos € dependente do grau de
maturagédo do fruto.?62” O Codex Alimentarius?® e outros érgdos também definem
limites para as proporgdes desses acidos graxos em azeite, em funcao da variedade
e qualidade, estes valores estéo listados na Tabela 1
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Tabela 1.Composicao de acidos graxos presentes no azeite de oliva.

Variagao
da
N° de carbono:
. %m/m
Acido graxo n° de . Estrutura quimica
minima
insaturagoes
e
maxima
Acido miristico (C14:0) 0,0 - OH
0,05 WD
Acido palmitico (C16:0) 75— OH
20,0 WO
Acido (C16:1n9) 0,3-35 o
palmitoleico \/\/\M
0
Acido (C17:0) 00-03 /\NW\/\/\/YO
heptadecandico OH
Acido (C17:1n10) 0,0-0,3 \W\AA/YO
heptadecendico OH
Acido estearico (C18:0) 0,5-5,0 OH
W\WWQ
Acido oleico (C18:1n9) 55,0 - OH
83’0 \W\/\/IQ*O
Acido linoleico  (C18:2n9,12) 3,5- OH

21,0
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Acido (C18:3n9,12,15)  <1,5 oH
linolénico NS 0
Acido (C20:0) 0,0-0,6 OH
WWW
araquidico ©

Acido behénico (C22:0) 0,0-0,2 .
@]

Acido (C24:0) 0,0 -0,2

lignocérico

Fonte: Codex Alimentarius (2001).

No Brasil, os limites destes acidos seguem os padrdées internacionais
mencionados na Tabela 1, bem como os limites para os acidos graxos de isomeria
trans (C18:1t, C18:2t e C18:3t) em que sdo permitidos para o C18:1t e para a soma
dos isébmeros C18:2t e C18:3t concentragdes menores que 0,05% em ambos os

casos.26.28

Os acidos graxos presentes, sao classificados de acordo com o numero de
ligacbes quimicas que fazem, desta maneira sdo classificados como saturados,
aqueles que apresentam apenas ligagdes simples, por exemplo, o acido estearico,
miristico e outros. Os que possuem uma ligagao dupla e as demais simples e aqueles
que tem duas ou mais duplas, sdo conhecidos como acidos monoinsaturados e poli-
insaturados, respectivamente. S&do exemplos dos das duas classificacbes acido
oleico, palmitoleico e linoleico e linolénico.?® As estruturas quimicas dos principais
acidos graxos presentes estdo na Tabela 1, a configuragao natural dos acidos graxos

insaturados é a configuracao cis.

A partir das reagdes de trés acidos graxos com uma molécula de glicerol, sdo
formados os triacilglicerdis. Estes podem ser usados como indice de qualidade de
azeite e as composicoes formadas podem conceder carater proprio aos azeites,
modificando o ponto de fuséo, solubilidade e viscosidade.?’

No azeite, em sua maioria sado os formados a partir da ligagao entre os acidos

oleicos, devido a maior concentracao destes como pode ser observado na Tabela 1,
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este composto € conhecido como trioleina (OOQ). Os triacilgliceréis em menores
propor¢des sdo formados pela combinagdo de outros acidos graxos, a exemplo,
encontra-se o dioleoil-linoleoil-glicerol (OOL), dioleoil-palmitoil-glicerol (POO),
palmitoil-oleoil-linoleoil-glicerol (POL), a proporc¢ao € determinada pela disponibilidade

dos acidos livres.?”

Ainda sobre a fragado saponificavel do azeite, que inclui os acidos graxos,
triacilglicerois, ha também os compostos glicerideos, que séo resultantes de reagdes
incompletas para a formagao dos triacilglicerdis, dando origem aos diacilglicerois e

monoacilglicerdis. 1630

Outros componentes em menor proporgao também sao considerados, a fragao
insaponificavel, sendo eles, hidrocarbonetos, tocoferdis, pigmentos, compostos
fendlicos, esterdis e compostos volatéis3! Essa fragdo também tem a qualidade

influenciada conforme as condigdes de plantio.3?

Os hidrocarbonetos, mais abundantes presentes no azeite sao esqualeno e 3
— caroteno, desses dois, 0 que possui maior concentragcdo € o esqualeno, tendo
pequena participagdo em efeitos benéficos a saide.?® O B — caroteno, fonte de
vitamina A no azeite, tem funcdo antioxidante, estabilizante natural, além de ser

responsavel pelo aroma e parte da pigmentagdo.33

Outro composto que possui caracteristicas antioxidantes no azeite sao os
tocoferdis, que sio fontes de vitamina E. Entre os principais, se destaca o a-tocoferol,
que auxilia na identificagdo do grau de maturagao do azeite, visto que em frutos mais

maduros a concentragdo € menor.26:34

A coloragao do azeite, podendo ser esverdeada ou amarelada € proveniente
da juncao de derivados da clorofila e compostos carotenoides respectivamente.3® Os
derivados da clorofila responsaveis pela pigmentagdo sao principalmente, clorofila a
e b, feofitina a e b. Os caratenoides sao: 8 -caroteno, luteina, violaxantina, neoxantina

e outras xantofilas).3¢

Esterdis sao afetados pelo plantio, ano de safra, armazenamento do fruto,
processamento do 6leo e processo de refino. Este ultimo faz com que os esterdis
sejam importantes na diferenciacao de azeites e 6leos vegetais, visto que, a partir do

refino do azeite os niveis de esterdis diminuem.26:37
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Aos compostos fendlicos, sao atribuidas as caracteristicas de maior beneficio
a saude, contribuindo com a composi¢éo nutricional do azeite. Entre eles, destacam
a oleuropeina, tirosol e o hidroxitirosol, esse ultimo tem a maior capacidade

antioxidante, em relagdo aos outros, por combater radicais livres.3®

Os compostos volateis presentes no azeite, sdo formados por diversos grupos
funcionais, em torno de duzentos e oitenta compostos foram detectados. Evidencia-
se que vinte desses compostos sao responsaveis pelo sabor e aroma do azeite. Em
azeites de pior qualidade, esses compostos apresentam-se em maior proporg¢ao, visto

que sao provenientes de frutos mais maduros.?6

Constituintes menores proporgdes também sido encontrados na composigao
quimica do azeite, que podem ser reduzidos a medida que o azeite é refinado, ou
quando € submetido a filtracbes sucessivas. Esses compostos sdo principalmente

fosfolipidios e proteinas.?8

Além da qualidade proporcionada pela composi¢cdo quimica do azeite, a
genuinidade é um assunto que vem despertando interesse em todo mundo, visto o
grande numero de casos que tem sido visto sobre adulteragdes neste produto. A partir
disto, o controle de qualidade e autenticidade dos azeites tem sido levada em maior
consideragao nao somente pelos consumidores para garantir a prote¢cao do que esta
sendo consumido, mas também por cientistas que procuram novos métodos para

detectar fraudes cada vez mais elaboradas.23°

2.3 CONTROLE DE QUALIDADE E CLASSIFICAGAO DE AZEITE DE OLIVA

A qualidade de um produto de acordo com a ISO 9000, é definida a partir do
nivel em que as propriedades associadas a esse produto estejam dentro das
exigéncias estabelecidas.*® Essas exigéncias, sdo normalmente regulamentos que
sao criados por organizagdes e autoridades oficiais com intuito de suprimir as fraudes.
A preocupacédo € maior no que se refere ao AO do tipo extravirgem, em razao do valor
comercial em relacdo aos demais tipos. Portanto, a autenticacdo desse produto

engloba avaliar os limites estabelecidos e descritos nos rotulos, possiveis
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falsificacbes, essencialmente com adicdo de outros Oleos vegetais de menor

qualidade, além de rastreio de originalidade botanica e geografica.*!

As normativas que regulam o AO, foram estabelecidos por organizagdes de
diferentes nacionalidades, a exemplo os mais citados: Comissdo Europeia de
padroes*? Codex Alimentarius**#* Departamento de Agricultura dos Estados Unidos,
45 COI.46:47 Este ultimo, comumente esta sendo mais utilizado como referéncia na

classificacdo de AO em todo o mundo.

Embora, haja sempre atualizagdées dos limites estabelecidos, e a insergao de
novas técnicas analiticas para o controle de qualidade dos AOs, a discussao entre os
pesquisadores da area tem sido cada vez maior em relagdo aos padrdes e limites, e

a eficiéncia das metodologias normatizadas para a qualidade e pureza dos AOs.®

No Brasil os 6rgaos competentes para fiscalizar, garantir a qualidade,
autenticidade do azeite, bem como a definicdo, classificacdo e tipo, sdo a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)*® e o MAPA2. Em que ambos tém seus
regulamentos em conformidade com os érgéos internacionais, Codex Alimentarius e
o COLl.

As principais diretrizes que regem o que é o azeite, classificagao, registro,
rotulagem e qualidade no Brasil, sdo as INSTRUCAO NORMATIVA DE 01/02/2012
publicada pelo MAPA e a Resolugao da diretoria colegiada - RDC 270 DE 23/09/2005
reportada pela ANVISA, ambas portarias sofrem revisdo e sao retificadas a medida

que novas pesquisas sao conhecidas a respeito desse 6leo.

Diante disso, o azeite de oliva é descrito como o 6leo extraido de forma
exclusiva fruto da oliveira Oleacaea Olea L. sem nenhuma adigao de outro 6leo ou
fruto e semente, e sua extracdo deve ser unicamente mecanica sem interferéncia de

solvente para a producéo do azeite.®

A partir do fruto da oliveira, também é possivel ser extraido o 6leo de bagaco
de oliva que é definido como produto extraido do bagaco do fruto, podendo ser
submetido a processos fisicos ou quimicos, ou seja, extragdo com solvente, também

n&o podendo ser adicionado nenhum dleo de fruto ou semente.?

Seguindo a normativa do MAPA n°1, Artigo 6°, Inciso 1°, o azeite de oliva e o

Oleo de bagaco de oliva sao classificados em grupos e tipos quanto a matéria-prima,
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processo e tecnologias empregadas. Essas classificagdes estdo descritas na Tabela

2.

Tabela 2. Classificacdo do azeite de oliva em grupos de acordo a processo de

extracdo, matéria-prima e tecnologia empregada.

Grupo

Descricéo

Azeite de oliva virgem

produto extraido do fruto da oliveira a partir de sistemas
mecanicos ou processos fisicos com temperatura
controlada desde que nao haja alteragdo do produto
original, podendo sofrer processos como decantagao,

filtracdo, centrifugacao e lavagem.

Azeite de oliva refinado

produto proveniente de azeite de oliva do grupo azeite de
oliva virgem mediante técnicas de refino que nao

provoquem alteragao na estrutura gliceridica inicial;

Azeite de oliva

produto constituido pela mistura de azeite de oliva
refinado com azeite de oliva virgem ou com azeite de oliva

extravirgem;

Oleo de bagaco de oliva

produto da mistura de 6leo de bagacgo de oliva refinado
com azeite de oliva virgem ou com azeite de oliva

extravirgem;

Oleo de bagaco de oliva

refinado

produto oriundo do bagaco do fruto da oliveira, submetido
a refinaria, sem que haja alteragdo na estrutura

gliceridica.

Fonte: Normativa do MAPA n°1, Artigo 6°, Inciso 1° (2012) (Adaptado) 8

Uma classificagao adicional do azeite de oliva € quanto ao tipo, podendo ser

azeite extravirgem, virgem e lampante, e diante desse critério o produto é

desclassificado como fora de tipo caso haja divergéncia nos limites encontrados.?



31

As analises tradicionais fisico-quimica que sao descritas por 6rgaos
internacionais, e que o Brasil segue, avaliam quatro principais parametros para a
qualidade de azeite: acidez, indice de perdxido, absorbancia ultravioleta e analise
sensorial. Com isso, estas analises laboratoriais convencionais confirmam
informagdes que sao obrigatdrias no rotulo, como: a deterioragao, estabilidade em
decorréncia do tempo e possiveis inconformidades de acordo com os limites

estabelecidos na legislagdo. 84°

2.3.1 Parametros de qualidade convencional para azeite de oliva — analises

fisico-quimicas

Para se enquadrar a esses tipos, os AOs devem seguir os parametros de
qualidade de 6leos e gorduras descritos no Anexo | da normativa MAPA N°18, que sao
os indices fisico-quimicos, como acidez, de peroxido e extingdo especifica. Segue
abaixo a descri¢cao e quais sao os limites estabelecidos para cada tipo de azeite de

oliva.

A acidez é determinada pela quantidade de hidroxido de potassio (KOH) ou
hidroxido de sédio (NaOH) utilizada para neutralizar os acidos livres em 6leo. Para o
azeite é medido referente ao acido oleico (grama de acido oleico por 100g de produto),
acido graxo em maior proporgéo. O teor de acidez medido no azeite garante a esse
produto a maior ou menor qualidade, sendo azeites com acidez até 1% de acidez
melhores, e azeites com niveis de acidez acima de 3,3% s&o reencaminhados ao
processo de refino para serem comercializados.®® Esse indice é influenciado pela
maturagcdo das azeitonas colhidas, devido disponibilidade dos acidos graxos livres

presentes em cada estagio.?®

indice de Peréxido, indica a degradacdo dos &cidos graxos insaturados
(expressos em miliequivalente de oxigénio ativo por quilograma de amostra). Essa
medida esta relacionada com a rancidez dos 6leos e gorduras, que gera sabor e
aroma desagradaveis aos alimentos.? A oxidag&o ocorre naturalmente nos alimentos,
em azeites esse processo pode ser retardado a partir de medidas como por exemplo,
utilizacdo de embalagens escuras para proteger o produto da luz, visto que esse

processo acelera as reagdes de oxidacio.%"
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Com a ocorréncia da oxidagao dos acidos graxos, ha a formacao de dienos

conjugados e produtos secundarios como trienos conjugados, e estes compostos

absorvem a radiagdo ultravioleta nos comprimentos de onda A=232 nm e 272 nm,

respectivamente. Assim, a partir da relagdo das absorbancias nesses comprimentos

(A272/A232) é possivel estimar a oxidagdo ocorrida nos 6leos.852

Estes parametros fisico-quimicos, possuem limites esperados para garantir a

qualidade de azeites de oliva nas suas classificagdes e tipos, como descrito a seguir

na Tabela 3.

Tabela 3.Limites fisico-quimicos estabelecidos para qualidade de azeite e 6leo de

bagaco de oliva.

3 Oleo de
Azeite de ) Oleo de
) o ) Azeite bagago de
Grupo Azeite de oliva virgem oliva ) bagacgo de )
de oliva oliva
refinado oliva ]
refinado
Tipo Extravirgem  Virgem Lampante Unico Unico Unico Unico
Acidez maxima (*) 0,8 2,0 >2,0 <0,3 <1,0 <1,0 <0,3
indice de Peroxido (**) <20,0 Nao se aplica <5,0 <15,0 <15,0 <5,0
o) 270 nm <0,22 <0,25 Nao se aplica <1,1 <0,90 <1,70 <2,0
®
L2
= ©
3 o
a g Delta K <0,01 N&o se aplica <0,16 <0,15 <0,18 <0,20
()
o £
18 =]
< Nao se Nao se Nao se N&o se
= 232 nm <2,50 <2,60 Nao se aplica i ) . .
w aplica aplica aplica aplica

(*) acidez medida em % de acido oleico (g/100g de amostra)
(**) medido em miliequivalente de oxigénio ativo por quilograma de amostra (mEq/Kg)
Fonte: Instrugdo Normativa MAPA N°1 (adaptada)®

Analises, como determinacao do teor de ceras, de estradiol, indice de refracao,

de saponificacdo, analise sensorial e outras, também podem ser avaliadas no intuito

de afirmarem a qualidade e identidade, garantindo que o AO foi submetido a refinarias,
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processos quimicos, como, misturas com solventes e ndo houve adi¢cdes de Oleos

vegetais.®3

2.3.2 Fraudes e adulteragcdo em azeite de oliva extravirgem

Entre as diferentes classes e tipos de AO produzidos, o AOEV se destaca como
0 mais suscetivel a fraudes, em decorréncia da qualidade superior, por sua
composic¢ao nutricional, propriedades antioxidantes, além do alto valor comercial e

grande consumo. 45

A falsificagdo mais comum, é a adicdo de AO de outros tipos e/ou dleos de
sementes de menor valor. Similar aos AO, os dleos vegetais possuem acidos graxos
e compostos fendlicos em sua composicao, alterando apenas as propor¢gdes em suas
variedades®®% Devido a essas compatibilidades, baixo custo e facil homogeneizagao
com a AOEV, os 6leos de sementes como, 6leo de soja, milho, girassol, e outros sao

utilizados como adulterantes.®’

Outro tipo de fraude que acontece com frequéncia € a troca ou omissao de
informacdes nos rotulos. Normalmente essas informagdes sao as propriedades fisico-
quimicas, graus de qualidade do AO, localizacao geografica, esta ultima, tem grande

influéncia no valor que o produto é comercializado.*

A adigao de 6leos vegetais e azeite de outros tipos no AOEV, é mais comum
nos paises importadores, em relagao aos produtores. Visto que, ocorre a falsificacéo
no processo de envasamento desse produto.* Desta maneira, as apreensdes de
azeites tém crescido consideravelmente ao passar dos anos, no Brasil e no mundo.
Isto implica em varios maleficios, haja vista que o Brasil € um grande importador desse
produto.’® Constantemente o MAPA, érgao responsavel pela fiscalizagdo, realiza
diversas operagdes com intuito de investigar possiveis fraudes e adulteragdes. Essa
forca-tarefa se intensificou a partir do ano de 2017 em que o departamento de
inspecao de produtos de origem vegetal (DIPOV) iniciou as operagdes “Isis” e “papai

noel”.

Em 2018, a Operacgao Isis, avaliou 107 marcas de azeite de oliva € 59,7%
ficaram reprovadas. Ao todo foram avaliadas 65 empresas responsaveis por
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envasilhar o produto, entre elas 26 estavam fazendo misturas com outros 6éleos
vegetais e com isso, um total 400 mil litros de azeite de 160 lotes diferentes foram

rotulados com informagdes ndo verdadeiras.5®

Uma inspecdo em todos os estados e no Distrito Federal, no ano de 2019, o
MAPA proibiu a comercializagdo de 45 marcas de AOEV, a partir do envasamento
irregular e adigdo de oleos vegetais e dleos impréprios para consumo®®. Dos lotes
analisados, 38,7% apresentaram problemas, entre esses, 79% estavam ligados a
baixa qualidade, ou seja, esses produtos estavam sendo comercializados como

produtos de melhor qualidade e consequentemente maior valor de revenda.

A partir de uma fiscalizagao do Mapa em 2021, Um total de 24 marcas foram
proibidas de serem comercializada em seis estados do Brasil (Rio de Janeiro, Sdo
Paulo, Ceara, Parana, Santa Catarina e Goias). Cerca de 150 mil garrafas de azeites
foram apreendidas nesta operagao, em consequéncia de produtos nao registrados,
contrabandeados e fraudados por empresas clandestinas, a partir da adicao de 6leos

com procedéncia desconhecida.®®

No estado do Espirito Santo em 2021, duas mil garrafas de azeite de oliva,
foram apreendidas por estarem fora dos limites estabelecidos, e entre as marcas, trés

estavam sendo envasada por empresas sem autorizagdo dos 6rgaos competente.5’

As fraudes e adulteragdes em alimentos no geral, sdo uma grande preocupagao
dos consumidores, fornecedores e produtores e tem ocorrido de maneira desenfreada.
Principalmente porque a pratica criminosa esta cada vez mais aprimorada, e com isso

dificultando a detecg&o.62:63

Portanto, novas metodologias tém sido exploradas e Garcia-Gonzalez, Aparicio
(2010)%4 destacaram cinco justificativas para a incentivar a investigagéo cientifica
para o desenvolvimento de novas pesquisas sobre o azeite de oliva; O primeiro topico
abordado foi sobre saude e nutricdo que o AOEV oferece, em seguida a preocupacao
com o0s consumidores, autenticacdo e rastreabilidade, desenvolvimento de novas
metodologias para identificacdo da adulteracdo e consequentemente a busca por

métodos mais eficientes na qualidade sensorial.
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2.3.3 Técnicas analiticas utilizadas no controle de qualidade de azeite de oliva

extravirgem

As principais metodologias utilizadas para identificar as fraudes em AOEV, séo
os métodos fisico-quimicos, considerados como analises convencionais. Porém essas
técnicas tém se tornado obsoletas, devido, as adulteragdes estarem mais complexas

e sofisticadas, e com isso, a dificuldade de detecta-las se torna maior.%°

O controle de qualidade de AO enfrenta alguns desafios limitantes quando se
observa essas metodologias convencionais. Pode-se ressaltar que sao experimentos
muitas vezes demorados, que necessitam de solvente organicos, e seus resultados
dependem da reproducéo fidedigna do procedimento normatizado. Outras limitagdes
estao relacionadas a inaptidao da técnica para identificar o adulterante adicionado, a
exemplo, o 6leo de avela que possui a composi¢gao quimica extremamente similar aos
AOs. Ademais, nado é possivel identificar a origem de producdo da azeitona, das

amostras analisadas.?667

De tal maneira que se fazem necessario métodos mais confiaveis, para realizar
tais analises. Principalmente, porque o controle de qualidade de AO é um crescente

desafio, visto o aumento e constancias nas adulteragdes.5®

Bajoub et al.(2018)? descreve uma tabela com um resumo de técnicas
analiticas citadas para avaliar alguns parametros de qualidade do AO, como valores
de extingdo especifica, indice de perdxido, teor de acidos graxos livres e outros, a
partir de técnicas cromatograficas (liquida e gasosa), com destaque para as

espectroscopicas (Raman e infravermelho).

Os métodos analiticos citados por Bojoub et al (2018)?, apesar de oferecerem
maior sensibilidade em relagdo as analises convencionais, apresentam algumas
desvantagens como instrumentagbes mais caras, calibragdo do equipamento,
principalmente se os métodos de analise foram diferentes para cada tipo de AO, e a

utilizagao de solventes ainda se torna necessaria em muitos procedimentos.

O CODEX ALIMENTARIUS e outras agéncias reguladoras, também
estabelecem diferentes técnicas para cada grupo de compostos quimicos do AO.
Entre as técnicas, destaca-se o uso das cromatograficas, por exemplo a cromatografia



36

liquida de alta eficiéncia (CLAE) e a cromatografia gasosa acoplada a um detector por
ionizagao de chama (CG-FID), e espectrobmetro de massas (CG-EM) a fim de garantir
a qualidade, autenticidade e n&o adulteracdo do AOQ.% 89 Pois, a partir dessas
metodologias se torna possivel diferenciar 6leos vegetais de azeite, identificando os
acidos graxos presentes. ’° Bem como alguns marcadores como tocoferdis,

compostos fendlicos, compostos volateis e outros.”’

Um dos trabalhos pioneiros utilizando a CLAE para investigar a adulteragéo de
AOEV com o6leo de palma e semente de uva foi publicado em 1995. Foi possivel
determinar o teor de tocotriendis (que possui diferentes proporcdées em cada 6leo
vegetal) e obtendo uma recuperagao de aproximadamente 97% em AOEV. Os autores
concluiram que a CLAE viabiliza a detec¢ao de 6leo de palma e semente de uva em
AOEV."? Zabaras e Gordon (2004)"3 utilizou a CLAE para a detecgédo de 6leo de avela
em AOEV a partir de compostos polares. Para isso, a fragao polar foi separada por
extracdo em fase solida (EFS), o que possibilitou detectar o 6leo de avela com
precisdo de 5% em AOEV. Outros estudos também foram realizados utilizando a
CLAE, como para diferenciar azeites de distintos cultivares’#, analise de acidos graxos
em oleo de soja/AOEV’S, determinar a origem geografica de AOEV7’®, associados a
métodos quimiometricos de classificagdo para discriminar AOEV de d6leos vegetais,
diferenciar o perfil de triacilglicerdis de 6leos vegetais e azeites a partir da analise de
componentes principais (do inglés, principal componentes analisys - PCA’’, entre

outras aplicagdes.

A técnica de CG, foi empregado em diferentes objetivos para a analise de AOs,
como por exemplo: Dong Sun Lee et al. (1998)78 utilizaram a CG associada a analise
de componentes principais e analise de discriminantes para diferenciar um grupo de
Oleos vegetais a partir dos acidos graxos de suas composi¢des. A partir dos resultados
obtidos para a PCA, oito grupos foram formados, diferenciando os 6leos vegetais em
estudo. Amostras desconhecidas foram atribuidas a diferentes grupos, cada qual
pertencente ao 6leo vegetal com caracteristicas semelhantes. Cercaci, Rodriguez-
Estrada e Lercker (2003)7° avaliaram esterdis como marcadores para detectarem
adulteragdes com 6leo de avela em AOEV. O azeite foi fracionado a partir de EFS, e
outros processos para isolar os esterois nos 6leos e em seguida foram analisados no
CG. O conhecimento da proporcédo entre a fracdo esterificada de 6leo puro e 6leo

adulterado possibilitou a identificacdo de fraudes em amostras desconhecidas. Em um
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outro estudo, a partir da combinagdo de minimos quadrados parciais e impressdes
digitais de acidos graxos (porcentagens normalizadas de alguns acidos) por CG, foi
possivel determinar misturas de 6leos de girassol, soja e algodao com azeite. Um
conjunto de amostras de misturas de 6leos sintéticos foram avaliados no modelo e os
autores concluem que a abordagem avaliada possibilita a determinagao de fraudes
nos quatro 6leos vegetais utilizados. Outro estudo foi possivel reconhecer adulteragao
de AOEV com oleos refinados a partir de dienos como marcadores, e os autores
relatam que os resultados obtidos sdo superiores aos sugeridos pela norma (CG-
FID)8. Qutra aplicagdo foi a avaliagdo da adulteragdo de dleo de soja com AO
associando as técnicas de termogravimetria, CG-EM e ferramentas quimiometricas®!,

entre outras.

As metodologias com base em CLAE e CG, possuem alto custo com
equipamentos, qualificagdo do analista, grande parte das amostras precisam passar
por alguma preparagao antes de analisadas, tornando as analises demoradas e
trabalhosas. Dificultando o uso dessas técnicas como triagens rapidas para o controle
de qualidade de AO.”

Diante das restricdes e desvantagens que foram apontadas para os métodos
convencionais e analiticos oficiais para identificagao de adulteragao e autenticagao de
AO, técnicas rapidas, acessiveis e com menor utilizacdo de solventes, se tornam

necessarias e estdo em constante evolugdo como ilustrada na Figura 2.82

A fim de avaliar as publicacées e os métodos mais utilizados para detecgao de
adulteracao em azeite, foi realizada uma pesquisa na base de dados “Web Of
Science”, com as palavras chaves “olive oil’ e “adulteration”, e foram encontradas 933

publicagdes. Esses dados foram avaliados a partir do programa Rstudio.

No que tange as palavras chaves AO e adulteragbes, o numero de publicagbes
no decorrer dos anos esta em ascenséao (Figura 2a). Principalmente com aplicagbes
alternativas aos métodos recomendados para desvendar fraudes em AOEV.

A nuvem de palavras (Figura 2b), é constituida correlacionando o tamanho da
fonte ao numero de recorréncias (no caso, 25 repetigdes), das palavras chaves nas
publicagdes. Nota-se que as palavras com mais énfase sao, o6leos vegetais,
autenticacdo, azeite de oliva, azeite de oliva virgem, classificacdo, qualidade e



38

espectroscopia. As demais palavras também estdo entre as mais citadas das 933

publicagdes encontradas.

Conforme pode ser observado na Figura 2b, a nuvem de palavras aborda as
técnicas analiticas: Raman, RMN, cromatograficas, espectrometria de massas (EM) e
em destaque a espectroscopia. No entanto, parte dessas metodologias demandam

procedimentos laboriosos, com preparo de amostras demorados, n&o praticam a

quimica verde, com utilizag&o de solventes tdxicos e produgéo de residuos.®3

Figura 2. (a) Evolugdo do numero de publicagdes de AO e adulteragdes em relagao
aos anos, e (b) Nuvem de palavras a partir das palavras chaves mais utilizadas nas

publicagdes.
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Recentemente, Gonzalez-Pereirra et al. (2021) 8 aborda uma revisdo de

aplicagdes do uso de metodologias alternativas como, RMN, EM, CLAE, CG, técnicas
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espectroscopicas, entre outras, combinadas a quimiometria para detecgao de fraudes

e autenticagdo em AOs.

Entre os métodos mais estudados para controle de qualidade em alimentos
destaca-se os espectroscopicos vibracionais ( Infravermelho médio e proximo, Raman
e imagens hiper espectrais. Tais técnicas, tem seus conceitos estruturados nas
transigcdes vibracionais ocorridas no estado fundamental das moléculas a partir da

incidéncia da radiagédo com frequéncia determinada.8®

Em relagéo a fraudes em AO, o infravermelho & bastante empregado, devido
as vantagens oferecidas, como uma técnica nao destrutiva, utilizar minimo ou nenhum
preparo de amostra, colaborando com os principios da quimica verde, além da rapida

aquisicdo de dados, principalmente se associado a ferramentas quimiometricas. 8687

2.4 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO

A espectroscopia de infravermelho (IV) compreende a faixa espectral em
numeros de ondas entre 12000 a 10 cm-', no qual equivale a 780 a 10.000 nm em
comprimento de onda, e esta subdividida em préximo (780-2.500 nm), médio (2.500-
5.000 nm) e distante (5.000-10.000 nm).88

As mais aplicadas sao as regides do médio (do inglés, mid-infrared -MIR) e
préximo (do inglés, near infrared - NIR). De maneira geral, a regido MIR consegue
fornecer mais informagdes sobre os grupos funcionais presente na amostra analisada.
Visto que a absorbancia nessa faixa se baseia em dois tipos de vibragdes
fundamentais, estiramento e deformacgao das ligacbes covalentes. Estas vibragdes
permitem promover bandas com mais intensidade e mais bem definidas nos espectros
de IV. Gerando assim, uma possivel impressdo digital espectral unica de cada
substancia ou molécula, que € melhor evidenciada quando utilizado quimiometria para

diferencia-las.89-91

Para a regiao NIR, a absorgéo se da por meio de combinagdes e harmdnicos
das vibragdes fundamentais de grupos funcionais especificos. Isto gera nos espectros

bandas de menor intensidade, e com isso sdo mais largas e sobrepostas.89.90
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Ao comparar as regides MIR e NIR, a MIR se demonstra mais seletiva e possui
maior sensibilidade em relacdo a NIR, por conseguir analisar uma faixa maior de
grupos funcionais e devido a alta relagdo sinal/ruido promovida pelas intensas
vibragdes promovendo bandas definidas. No entanto, a sensibilidade principalmente,
na regiao NIR, pode ser melhorada no momento de adquirir os espectros, aumentando
0 numero e tempo de leitura da amostra. Além disso, a robustez € uma grande
vantagem para a NIR, pois confere maior capacidade de resistir a variagbes de
parametros analiticos; Outra vantagem € o baixo coeficiente de absorgao, devido a

alta profundidade de penetragédo nas amostras, que séo ocorridas nessa radiagdo.%-%2

2.4.1Histérico e evolugao da espectroscopia de infravermelho na regiao do

préximo

Apo6s a descoberta de Isaac Newton sobre o espectro visivel, a radiagao
eletromagnética na regiao do infravermelho foi a primeira entre as radiagdes invisiveis.
O cientista William Herschel em 1800, descreveu o experimento em que detectou a
temperatura das cores na faixa do espectro visivel. O experimento se deu a partir da
projecao da luz solar dispersa em uma folha de papel branca, através de um prisma.
Ele utilizou trés termémetros com o bulbo enegrecido, dois para medi¢cdes de controle
como o ambiente, e o ultimo para a medicdo do espectro de cores que apareceram
no papel. Herschel observou que a temperatura se elevava mesmo apos a regiao de
cor vermelha, a esta regido ele denominou como “raios calorificos”. Posteriormente
essa regiao como um todo, ainda desconhecida passou a ser denominada como

infravermelho.®3

Devido a dificuldade de interpretar os espectros NIR com bandas alargadas e
sobrepostas, a técnica ficou esquecida. A radiagcao na faixa do médio se tornou mais
popular, mesmo sendo descoberta posteriormente. Coblentz, primeiro cientista a
utilizar a regido do médio em 1900, conseguiu identificar grupos orgéanicos a partir de
espectros de absorgéo de substancias puras®. Avancos tedricos e instrumentais para

esta regido demonstrou a utilidade em identificar grupos funcionais organicos.%

No ambito da quimica analitica, um trabalho pioneiro para a NIR, foi publicado

e ELLIS e BATH (1938)%: que compararam os espectros de absorgdo de moléculas
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de proteina em gelatina em duas condigbes (secas em estufa e saturadas com vapor
de agua deuterada). Nesse artigo foi observado que o momento dipolo das moléculas
de proteina é afetado quando secas em estufa e saturadas com o vapor de agua,
diminuindo bandas de combinacdo da valéncia de N-H e evidenciando bandas de
combinagao de C-H, respectivamente. Mesmo chegando a bons resultados, somente
anos depois e com a evolugao das pesquisas, um artigo de Wetzel, mostrou o quanto
NIRS tinha a contribuir para a ciéncia, relatando em sua publicacdo que a NIR ficou
esquecida, pois € dependente da quimiometria, que ainda estava em progresso.
Wetzel também demonstrou que a técnica é capaz de quantificar substancias em
amostras soélidas por meio de espectros de reflectancia difusa e analises
quimiométricas, além de elencar as principais aplicacbes na industria, como por
exemplo, identificar hidrogenacao de ésteres de acidos graxos insaturados, mistura
de hidrocarbonetos de n-hexano, benzeno, ciclobenzeno e iso-octano, umidade em
excipientes farmacéuticos e em detergentes em pd, entre outras aplicagées. O autor
ainda menciona que as analises NIR sao rapidas e permitem o uso no controle de

processos em industrias e ressalta que o preparo de amostra é minimo.®’

Os espectros NIR originam dados de grande complexidade para interpretacao,
e isso foi uma das explicacées que fizeram esta técnica ser pouco usual apds a sua
descoberta. Esses dados aparecem como bandas de combinagdo e sobretons, e
normalmente sado de baixa intensidade e muito sobrepostos, com isso a interpretacao
se torna dificil. A sobreposicdo torna quase impossivel identificar e selecionar
comprimentos de ondas de maneira a relaciona-los com uma substancia ou a um
grupo funcional especifico, sendo assim, inviabiliza o uso da calibracdo univariada

nesse caso.?

Na tentativa de trazer ainda mais atencado para essa faixa espectral outros
trabalhos também foram publicados com aplicagbes do NIR.%%-1°' Mas somente a partir
das publicagdes de Karl Norris'%193 que marcou a histéria da espectroscopia NIR,
dando maior visibilidade ao utilizar dois comprimentos de onda para medir

propriedades quantitativas e o uso de calibragao multivariada.

As medidas quantitativas que eram feitas a partir de um comprimento de onda
(com base na lei de Lambert Beer - que relaciona diretamente a absorgao da radiagéao

pela amostra, com a concentragdo do analito), e assim, passou a ser usado mais
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comprimentos de ondas como variaveis, principalmente com a construgao de modelos
multivariados. A exemplo, Norris e Hart (1996) '3 utilizaram um conjunto de variaveis
do espectro NIR de sementes de graos, para quantificar o teor de umidade nessa
matriz. Diante disso, uso das analises diretas, sem nenhum pré-tratamento foi mais
empregado, demonstrando que a técnica NIR, possui diferente possibilidades de

aplicagdes e que nao era restrita a apenas um comprimento de onda.

No cenario da pesquisa no Brasil, apenas em 1991 foi publicado o primeiro
trabalho envolvendo NIR. NISHIYAMA e colaboradores (1991)'%4 utilizaram a técnica
de forma qualitativa para detectar um adogante natural proveniente da planta Stevia
rebaudiana, nativa da América do Sul. No ano seguinte, 0 mesmo grupo de pesquisa
estimou a concentracdo de esteviosideo em folhas de Stevia rebaudiana, utilizando
64 amostras para calibracdo multivariada aplicada aos espectros NIR, e outras 30
amostras que foram usadas para validagdo do modelo. Os autores encontraram um a
partir da regresséo linear multipla, erro padrao de calibragdo de 1,4 e coeficiente de
determinacao 0,90, ressaltando que a técnica é simples na deteccao e quantificacéo

de esteviosideo nas folhas desta espécie. 1%

Deste modo, o desenvolvimento e a difusao da técnica NIR esta baseada nos
principios fundamentais, instrumentacdo e nos tratamentos de dados a partir da
quimiometria.'® Mcclure (2003) %7 relaciona as publicagbes na espectroscopia NIR
utilizando os dados do comité de bibliografia NIR (CNIRS), e demonstrou que no
periodo de 1800 a 1950 poucas foram as publicagdes neste tema (apenas 91 artigos).
A este numero de publicagbes o autor relaciona a dificuldade de interpretagcao dos
espectros comparados aos espectros do MIR (chamados de impresséao digital) e a
baixa evolugao instrumental da técnica. Por outro lado, cita que a partir de 1970 o
crescimento das publicagdes foi exponencial, visto as melhorias na instrumentacao e

avancgos no tratamento de dados.

A Figura 3, evidencia a evolugao desta técnica com aplicagdes quimiometricas.
Para isso, foi realizada uma busca com as palavras “near infrared”, “PCA” “PLS” no
banco de dados “Web of Science” até os dias atuais, foram encontradas 110.276
publicacdes, sendo que, somente ha publicagdes disponiveis para estes temas e
nesta base a partir do ano de 1998, como demonstrado na Figura 3a. Com isso, nota-

se também como ainda é crescente o numero de publicagdes, destacando o ano de
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2021 com 10.179 artigos publicados, 9.972 artigos em 2021 e para 2022 o numero de

1.475 artigos até a data da pesquisa (Figura 3a). Na Figura 3b, observa-se entre as

subareas mais comuns de publicagdo, a quimica analitica se destaca sendo a quarta

area com maior numero de publicagdes (6.460) com aproximadamente 8%.

Figura 3.a) Histograma do numero de registro de publica¢des realizadas no periodo

de 1998-2022; b) Relagdo das subareas de publicagdes. (pesquisa realizada em

26/02/2022).
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Fonte: Base de dados web of science e Bibliometrix— Adaptada.

De maneira geral, nota-se na Figura 3, o quanto a técnica NIRS tem crescido
e demonstrado grande relevancia em diversas areas destacando a area da quimica a
partir das publicagbes nesta base. Este crescimento se deve a evolugdo no
conhecimento quanto aos principios da técnica NIR, bem como avangos em suas

aplicagdes.

2.4.2 Infravermelho na regidao do préximo

A técnica de espectroscopia na regiao do Infravermelho (IV) fundamenta-se nas
frequéncias de vibragcdes especificas das ligagdes quimicas covalentes, que
representam niveis discretos de energia bem definidos. A radiacdo IV, s6 sera
absorvida quando uma variagédo no momento dipolo (sejam movimentos vibracionais
ou rotacionais) dessas moléculas estiver acontecendo na mesma frequéncia da
radiagcdo incidente. Essa energia que é incidida na matéria interage diretamente nas

vibragbes e consequentemente na variagdo da amplitude destas vibragbes.88108

A energia que é transferida a partir de uma onda eletromagnética pode ser

calculada pela Equacéao 1.
E=hv Equacgao1

Onde h é a constante de Plank (6,6207.10** m2.kg/s) e v € uma frequéncia da onda

eletromagnética.

A equacao da energia (Equagao 1) pode ser relacionada ao comprimento de

onda (A) incidido com a velocidade da luz (c) como é demonstrado na Equagao 2.
E=hv= hc/A Equagio 2

Para compreender a interacdo da radiacdo NIR com a matéria, € necessario
entender o comportamento vibracional das moléculas. Com isso, 0s movimentos das
ligacbes quimicas, de compressao gerando repulsdo, e de afastamento que pode
proporcionar o rompimento da ligagdo, ddo origem a movimentos anarménicos.'%
Com isso, a intensidade da absorcao da radiacdo NIR, se relaciona com as diferengas
dos momentos dipolo e a anarmonicidade dos modos vibracionais. Assim, como

citado, as ligagées com caracteristicas mais polares geram modos de vibragdes mais
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anarmOnicos e como consequéncia disso sofrem fortes influéncias das radiagbes
NIR.109

O modelo anarménico demonstrado no esquema da Figura 4 para uma
molécula diatbmica, descreve em sistemas vibracionais o comportamento da energia

potencial (fungdo de Morse).

Figura 4. (a) Representacdo de molécula diatdmica por duas esferas de massas m1
e m2 conectadas por uma mola (forca constante k). (b) Sistema de variagcado
anarmoénico e suas possiveis transacgdes eletrénicas representadas pelas setas.
(Adaptada de Tibola et al.(2018))
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Figura 4, pode-se notar que: i) as diferengas entre os niveis de energia nao
sdo iguais, e ao considerar os niveis mais altos, essa diferenga € mais pronunciada,
sendo menores entre si. ii) Outro ponto em destaque, é que a energia vibracional das
moléculas, ndo necessariamente necessita transitar do nivel fundamental O para 1 e
1 para o 2 etc, essa energia pode ser do nivel 0 para o 2 ou mesmo para niveis
maiores. Essas transicbes sdo chamadas de sobretom, e considera-se o primeiro
sobretom do nivel 0 para o 2, o segundo sobretom do 0 para o nivel 3 e segue assim
até chegar ao maior nivel de energia para cada molécula (como ilustrado na Figura

4). iii) Mais uma consideragao importante desse modelo, deve-se ao fato de que as
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combinagbes destes modos vibracionais podem acontecer, e estas bandas sao
chamadas de bandas de combinac&o. Ocorre em moléculas com mais de dois atomos,
pois nas moléculas diatbmicas s6 um modo de vibracado € associado, por isso néo &
observado na Figura 4 esse comportamento. Em moléculas maiores em numero de
atomos, os modos vibracionais podem coexistir, por exemplo estiramentos e
deformagdes angulares. Com isso, as frequéncias necessarias para elevar a cada um

dos modos podem ser somadas.'%

Assim a interagdo da radiagdo na regido NIR € dada por sobretons,
combinagdes e ressonancias dos modos vibracionais dos estados fundamentais. A
energia das transigdes eletrdnicas ocorridas no estado fundamental deve ser alta,
para que estas sejam vistas na regido NIR. As maiores probabilidades de grupos
funcionais gerarem bandas de combinacdo sdo as que possuam atomos mais
pesados como por exemplo, carbono (C), oxigénio (O), nitrogénio (N) e enxofre (S)
ligados a atomos de hidrogénio (H). Além de ligagdes insaturadas entre carbonos e

carbonos e oxigénio (C=C, C =C, C=0), que possuem alta energia. 106.110

Essas absorgbes geradas pelos grupos funcionais e as interagdes quimicas
(inter e intramolecular) que sao lidas no espectro NIR, possibilitam o desenvolvimento
de métodos qualitativos, que buscam identificar e classificar as amostras. Além disso,
os meétodos quantitativos relacionam uma propriedade numérica a estas absorgdes,
exemplo quantificar o teor de uma substancia.’® Em contribuigdo, o uso de
quimiometria como ferramenta para as analises qualitativas e quantitativas ampliam
ainda mais as areas de aplicagdo. Sendo esta técnica uma 6tima metodologia para o
controle de qualidade de azeite de oliva, pois sua composi¢cdo quimica € em sua

maioria formada por acidos graxos que possuem ligagdes C-H e O-H.

Os espectrometros NIR, possuem basicamente os mesmos componentes que
os demais utilizados em outras regides do espectro eletromagnético, apenas
diferencia, pois, neste €& possivel alterar acessoérios, como por exemplo o
compartimento de leitura de amostras (podendo ser sdlida, liquida ou gasosa),

tornando assim uma técnica flexivel.!

Em geral a instrumentagcdo &€ composta por uma fonte de radiagdo, o
compartimento da amostra, um seletor de comprimento de ondas (monocromador),

um detector e um processador que € responsavel por receber os sinais detectados e
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transformar em espectros.'® Os componentes do espectrometro foram colocados em

um esquema geral na Figura 5.

Figura 5. Esquema com os principais componentes de um espectrometro NIR.

Fonte de Compartimento Seletor A Detector
radiagao de amostra (monocromador)

Processador

O espectrometro NIR evoluiu muito com o passar dos anos, assim, as fontes
de radiacdo mais utilizadas s&do em geral de diodos emissores de luz (do inglés, light
emitting diode - LEDs), ldampadas de halogénio ou filamentos de tungsténio. O
compartimento de amostras, nos equipamentos mais novos, torna possivel a troca de
acessorio para a leitura de diferentes tipos de amostras em diferentes estados fisicos.
O seletor de comprimento de onda, foi um dos componentes que mais tiveram
mudancas, desde o mais simples baseado em filtros O&pticos, sendo possivel
selecionar comprimentos de ondas especificos, até os interferométricos, baseados em
Transformada de Fourrie, em que utilizam processos matematicos para transformar o
interferograma que é expresso em dominio de tempo para as frequéncias e
comprimentos de ondas gerando o espectro NIR. 19911 Um outro seletor de
comprimento de onda que também destaque é baseado na rede de difragdo, com o
uso de um filtro de interferéncia linearmente variavel (do inglés, linearly variable filter
- LVF), sendo um elemento dispersivo que depende da posigédo espacial e possibilita
a selecao de comprimentos de ondas. Este tipo de seletor € amplamente empregado
em equipamentos portateiss 226 Dentre os detectores, os baseados em
semicondutores sdo 0s mais comuns, e estes sdo considerado os mais empregados
devido a qualidade. Entre eles, destaca-se os detectores semicondutores InGaAs
(arseneto de galio e indio), outros também empregados sao os de PbS e detectores

de multicanais.!"



48

Na espectroscopia NIRs, a leitura das amostras pode ser medida de diferentes
modos. Isso vai depender da maneira como ocorre a interagao da radiagdo com a
matéria, podendo ser transmitida, refletida ou absorvida.®®'% No modo transmitancia
a incidéncia da radiacao é arranjada de frente para o detector, possibilitando que a
radiagcao atravesse a amostra. Amostras liquidas sdo comumente analisadas nesse
modo de leitura, sendo utilizado cubetas de quartzo ou vidro como suporte. Outro
modo de leitura é a transflectancia, em que a radiagao incidida na amostra passa por
um caminho Optico e em seguida refletida ao detector. Sondas de fibra 6ptica sédo
frequentemente usadas. As medidas de reflectancia difusa, a fonte de radiagao esta
posicionada normalmente a um angulo de 45° do detector, para diminuir a reflexao
especular. Amostras sélidas sao lidas neste modo de aquisicdo, e esse tipo de
material pode sofrer espalhamento devido a distribuicdo das particulas, contribuindo

para o aumento da relagdo da intensidade sinal/ruido. %5108

Devido a evolugdo destes componentes da instrumentacdo NIR, o uso do
infravermelho portatii em diversas analises demonstra grande potencial, pois
apresenta analises rapidas, nao destrutivas e pode ser aplicado diretamente no local,

dispensando muitas vezes levar as amostras para a andlise em laboratério. %511

2.4.3 NIR e controle de qualidade de azeite de oliva

A NIR esta se destacando devido a possibilidade de ser utilizado em matrizes
complexas, e principalmente a sua eficacia na classificagao e quantificagao de 6leos

vegetais em azeite.”.112-115

A Tabela 4, aborda um resumo dos artigos com maior numero de citagdes ao
realizar uma pesquisa com as palavras chaves “NIR’, “OLIVE OIL” e
“ADULTERATION” na base de dados “Web of Science”. Além disso, a tabela descreve
os principais adulterantes, faixa espectral utilizada e a ferramenta quimiometrica

aplicada.

Tabela 4. Resumo dos principais artigos mais citados para classificagdo e

quantificacao de azeite de oliva a partir de espectros NIRs.



49

Amostra Adulterantes

faixa espectral

Analise

multivariada

Referéncia

AOEV

AO

AO

AO

AO

AOEV

AOEV

AOEV

AOEV

0S, OG, OM,
ON, OA

0S

0G, OM

OA,OM,
0G,0S

OM, OS, OC,
0G

AD, AR

OM, OG, OC,
0S

OM, OS, OG,
OCA,0AM,
OP, OA

OS, 0OG, OM,
OoC

833 — 2500 nm

833 — 2500 nm

1000 - 2500 nm

833 -2198 nm

833 — 2500 nm

2500 - 15000 nm

833 — 2500 nm

800 - 2500 nm

3125 e 15385 nm

PCA, PLS

PCA, PLS

GILS

PLS

GILS

PCR, PLS

SIMCA, PCA

SIMCA

PLS

CHRISTY, Alfred
A. et al. (2004)'7

MENDES, Thiago
O. et al. (2015)"16

OZDEMIR,
Durmus; OZTURK,
Betiil. (2007) 17

KASEMSUMRAN,
Sumaporn et
al. (2005)""®

OZTURK, Betill;
YALCIN, Aysegiil:
OZDEMIR,
Durmus (2010)'1°

WOJCICKI,
Krzysztof et
al.(2015) 120

VANSTONE, Nick
et al.(2018)'?

KARUNATHILAKA,
Sanjeewa R. et al.
(2016)122

FILODA, Paula
Freitas et al.
(2019) 13
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OS, OM, OG, BORGHI, Flavia T.
AOEV 708 a 1676 nm PCA, PLS
oC et al (2020) '
OM, OA, AZIZIAN, Hormoz
AOEV 833 — 2500 nm PLS, PCA
OP,AR et al. (2016)12°
WENG, Xin-Xin et
AQOV OS, OG, OGE 833 - 2703 nm PCA, PLS
al.(2009) 126
XIAN, R. Y. et al.
AO OF 400 a 2500 nm SiPLS, iPLS 127
0S, OM, OC, VIEIRA, Laurence
AOEV OG, AQV, 1000 a 2500 nm PLS-DA Souza et al. (2021)
AOL, AO 128

Oleo de milho - OM, 6leo de canola — OC, éleo de girassol - OG, éleo de soja - OS, éleo de noz -ON,
6leo de aveld — OA, 6leo de cartamo — ACA, 6leo de amendoim — OAM, 6leo de gergelim — OGE, 6leo

de fritura - OF, azeite refinado — AR, azeite de oliva virgem — AOV, azeite oliva lampante — AOL,

azeite desodorizado — AD.

Destaca-se entre os trabalhos mais publicados, o estudo da aplicagcao NIR para
misturas de azeite com diferentes adulterantes e classificados e quantificados a partir
de PCA e PLS. Os autores afirmam que os modelos de PLS construidos sao capazes
de prever os 6leos vegetais com limites variando de 0,56-1,32% em massa. Bem como
os modelos PCA de classificar as misturas com aproximadamente 100% de certeza.
Trazendo grande relevancia a associagao de NIR e quimiometria para o controle de

qualidade de azeite.'"®

Em 2018, Vanstone et al. (2018)'?" aplicaram NIRS e PCA para detectar n&o
conformidades do AOEV sem o uso de amostras de referéncia (ou seja, sem
conhecimento de origem ou tipo de adulterante). Portanto, o conjunto de dados
consistiu em 47 amostras de AOEV e cinco amostras de quatro 6leos vegetais (soja,
milho, girassol e canola) de mercados canadenses. O modelo detectou adulteracao
acima de 10% em peso. Com o uso de amostras de referéncia, a técnica se mostrou
capaz de detectar concentracbes de adulterantes abaixo de 2,7% em peso. Da

mesma forma, Filoda et
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al. (2018)'%3 https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0026265X20323134 -

b0115investigaram a aplicacdo de NIR usando refletdncia total atenuada com

espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (do inglés, Attenuated
total reflection - Fourier transform infrared - ATR-FTIR) combinada com regresséao de
minimos quadrados parciais (PLS) para determinar o teor de acidos graxos oleico,
linoleico e linolénico em azeite adulterado pelos 6leos vegetais (soja, canola, girassol
e milho). O erro médio para valores do conjunto de predicdo (RMSEP) de 4,44, 1,92

e 0,62% foi obtido para os acidos oleico, linoleico e linolénico.

Recentemente, VIEIRA, Laurence Souza et al. (2021)'® aplicou o uso da
técnica FT-NIR para desenvolver modelos robustos individuais de PLS-DA para
discriminar diferentes tipos de azeite de oliva e 6leos vegetais de AOEV. O melhor
modelo construido para classificar os azeites, apresentou valores de especificidade e
preciséo de 99,7% e 99,9% respectivamente. E entre os modelos para classificar os
adulterantes apresentou especificidade de 96% e acuracia de 95,5% para as
variedades de Oleo vegetal. Os autores afirmam que é possivel discriminar os tipos de

azeite, bem como adulterantes presentes nas amostras.

No que tange a aplicagao de NIR portateis, o trabalho de BORGHI, Flavia T. et
al (2020) '?* se destaca entre os artigos mais citados segundo a pesquisa realizada
na base de dados “web of science” no dia 28 de janeiro de 2022. Este trabalho sera

mais bem discutido na sessao 4. Aplicagéo 1.

2.4.4 Portabilidade NIR

O progresso nos instrumentos NI/IR possibilitaram a miniaturizagéo,
principalmente no que tange a auséncia das partes moveis destes equipamentos,
destaca-se o avango nos seletores de comprimentos de onda que auxiliaram na

reducdo do tamanho e sem diminuir a robustez da técnica NIR."%°

Na literatura, destaca-se o trabalho de Mitchell et al. (1990) '2° como o primeiro
NIR portétil. Esse trabalho avaliou teores de fitomassas em alfafa para o ganho de
peso em ovelhas, utilizando os comprimentos de onda na regiao préoxima, adquirindo

os espectros no modo de reflectancia difusa. Os resultados encontrados possibilitaram


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0026265X20323134#b0115
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0026265X20323134#b0115

52

o uso do NIR portatil para avaliar fitomassas em alfafa. Outro trabalho que se destacou
entre os pioneiros a descrever um espectrometro NIR portatil foi feito por Lysaght e
colaboradores em 1991, o equipamento era acoplado a um computador e utilizou uma
ldampada de tungsténio como fonte de radiagéo, o seletor de comprimento de onda
utilizado era baseado em dispersao por grade de difracdo e como detector arranjos
de diodos de silicio. Os autores também reportam que o equipamento pesava
aproximadamente nove quilos e apresentava 15x35x45 cm de tamanho (altura,
largura e comprimento).'® Anos depois Malinen et al. (1998)'3! também relataram a
construcdo de um espectrémetro na regido do (NIR), com 32 comprimentos de onda,
contendo como fonte, uma lampada de LED a fim de otimizar processos automotivos.
Desde entdo os equipamentos portateis para analises quimicas comecaram a

aparecer, principalmente a partir dos anos 2000."32

O numero de pesquisas envolvendo espectrémetros NIR miniaturizados esta
em crescimento, isso se deve as aplicagdes in loco frente ao uso da espectroscopia

de bancada que é exclusivo de uso em laboratorio."33

Além disso, se justifica devido as vantagens ja observadas nos equipamentos
de bancada, como baixos residuos quimicos em vista do pouco ou nenhum preparo
de amostra, as leituras s&o rapidas, possui menor custo quando comparados aos de
bancada e a facilidade de analisar as amostras em campo, diminuindo assim riscos

de contaminagao, tempo e custos de transporte.3".132

A instrumentagdo de equipamentos NIRs, seguem o0 mesmo esquema dos
instrumentos de espectroscopia de absorc¢ao 6tica. Contendo uma fonte de luz, seletor
de comprimento de onda e um detector. O seletor de comprimento de onda pode diferir
nos equipamentos, podendo ser dispersivo (grade de difragdo), possibilitando
selecionar comprimentos de onda, e os dispositivos de transformada de Fourier, este
permite que todos os comprimentos de onda cheguem ao detector, melhorando a
relagdo sinal- ruido do espectro.’33

A miniaturizagao dos equipamentos NIRs, no entanto, utilizam de tecnologias e
ferramentas ligeiramente diferente dos convencionais, para aquisicao dos espectros.
Como fonte de luz, duas opgdes sdo mais utilizadas, lampada de tungsténio,
produzindo uma luz intensa com alto brilho, seu perfil de emissao vai depender da

temperatura do filamento bem como da parede da lampada. Outra sugestdo é a
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utilizacdo de diodos emissores de luz (LEDs), como vantagens esta ultima fonte,
apresenta pequeno consumo de energia, dimensao compacta, sao baratos e
necessita de baixa tensdo para operacdo. Porém, possui uma faixa estreita de

emissao. 133134

Os seletores de comprimento de onda, possuem uma variedade maior. Os mais
comuns sao filtro variavelmente linear (LVF), matriz de micro espelhos, interferémetro
Fabry-Pérot. O primeiro, € muito econémico e funciona como um filtro a partir de um
revestimento Optico. Ademais, os espectrdmetros podem possuir caminhos 6pticos
curtos, tendo equipamentos mais compactos. A partir da escolha do seletor, toma-se

a decisdo quanto ao detector utilizado. 133

Quanto aos detectores mais usuais nesses equipamentos portateis, observa-
se 0s baseados em arranjos de diodo de InGaAs, que possibilita um tempo de
resposta mais rapida, boa relagdo sinal-ruido, e outras vantagens '3 A Tabela 5, faz
uma relagao de alguns equipamentos NIRs portateis comercializados e suas principais
caracteristicas, conforme disponivel no site de seus fabricantes. Nao foram listados
todos os equipamentos ja disponibilizados no mercado, apenas aqueles que
apresentam maiores informagdes, e ainda sim alguns nao apresentam todas as

informacgdes destacadas.

Tabela 5. Espectrdmetros NIR portateis e suas principais caracteristicas,

considerando as informacgdes disponiveis de seus fabricantes.

Faixa Taxa de
. Resolugéo Detector Relagdo varreduraou
Fabricante Modelo espectral . . Peso
espectral (nm) (nm) (Elementos) sinal/ruido tempo de
integragao
Stellar Inc. Re‘,f/'"‘évri"e' 10 1750-2150 InGaAS (1)  5000:1 01-10ms <125g
900~ Elemento
Texas Instruments  NanoNIR 10 1700/1350- anico (1) 6000: 1 0,3s 85¢g

2490
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Solugdes MicroNIR )
Viavi/JDSU OnSite 12-20 908-1676 InGaAs (128) 25000:1 0,25-0,50s  100g
Young Green NIR Scan 10-12 900-1700 InGaAS (1)  6000: 1 0,3s 120 g
Sl-Ware Systems N o0oPecta” 816  1250-1700 InGaAs (1)  2000: 1 2s i
Spectral evolution  LF — 2500 10-20 1000-2500 InGaAs (256) 5000:1 0,5-15ms  1,5kg
IOR3 Srl PoliSpec NIR 2,2 900-1700 InGaAS (256) - 0,1-100s  1,5kg
ThermoFisher v oPhasir 11 900-1690  InGaAs (1) ; ~1s  125kg
Scientific
Felix Instruments F 750 8-13 310-1100 Si (256) - 4-6 s 1,05 kg
Ocean Optics Flame NIR ~10 950-1650 InGaAs (128) 6000: 1 1Tms-60s 2659
Spectral engines  NIRONE 2.0 16-2 1550-1950 InGaAS (1)  10000: 1 0,5s 159

Segundo outras informacgdes disponiveis no site dos fabricantes, observa-se
que as miniaturizacées destes equipamentos listados apresentam variacdo de peso
de 15 gramas a 1,5 quilos, sendo possivel coloca-los na palma da mao. Ha também
variagao nos modelos citados desses equipamentos. Além disso, a exportagao dos
dados adquiridos pode ser feita via USB quando conectado a algum dispositivo como
computadores, tablets, celulares etc., ou por servidores online, conexdes WI-FI/ ou
bluetooth.

A maioria desses instrumentos utilizam fontes de energia elétrica para a
incidéncia da radiacado NIR, que na maioria sao feitas medi¢cdes de reflectancia difusa,
destaca-se o MicroPhazir e MicroNIR que realizam leituras em transmitancia e
transflectancia, atribuindo maiores aplicacbes destes equipamentos em diversas

areas'36

245 Micro espectrometro portatil na regiao do infravermelho préximo
(microNIR)

O equipamento MicroNIR foi desenvolvido pela Viavi Solutions para a leitura de
espectros principalmente para reflexao difusa na regido do proximo e posteriormente

para submissao dos dados a tratamentos quimiométricos.
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O tamanho miniaturizado e a robustez desse equipamento se devem ao
elemento dispersivo utilizado (LVF) e ao detector (InGaAs), ndo possuindo partes
moveis. Seu funcionamento depende da incidéncia da radiagcdo, o que permite a
selegdo dos comprimentos de onda (multicanal) que passarao e chegarao ao detector,

acarretando uma melhor qualidade do espectro e menor tempo de medigao."33

Na Figura 6 demonstra como € o funcionamento do equipamento MicroNIR. O
LVF é um filme fino que é colocado sobre o arranjo de fotodiodos com 124 sensores
InGaAs. 197141 Os sensores s&o responsaveis por uma faixa estreita de comprimentos
de onda no espectro NIR, que para esse equipamento varia de 908 nm a 1676 nm. O
tempo de integracdo da faixa espectral e 0 niumero de varreduras para calcular a
média podem melhorar a relagdo sinal/ruido, e esses parametros podem ser
monitorados ao conectar o MicroNIR a um computador ou outro tipo de dispositivo

eletrénico através do USB. As demais informacgdes estdo detalhadas na Tabela 5.

Figura 6. Esbog¢o do principio operacional LVF e os compartimentos internos do
MicroNIR.

Principio Dperacional LVF Componentes internos do MicroNIR

Mini USB

950 nm 1650 mm

Rediagdo dispersa —— ' f

Filtr linear varidvel LVF) "*
Radiagio incidente 'ﬁ =

Armcstra —_— \ Janela de safira

Amastra

Eletrdnica de controle & leitura

Arranjo de fotodiodos

Arranjo de fotodiodos

Filtro linear variavel [LVF)

Conjunto dptico

Lampadas de tungsténio

Fonte: Adaptado de Pederson C. et al. (2014).137

Os diferentes modelos do MicroNIR, estdo sendo melhorados a cada nova
versao, os mais recentes adicionaram a fungao de corregao de temperatura, e com

isso melhoraram a estabilidade em fungdo do tempo de analise. 133

Entre os modelos, destaca-se o MicroNIR 1700, esse utiliza interface USB,

tendo como obrigatoriedade uma continua conexdao a um dispositivo (celular,
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computador ou tablet, por exemplo). Uma outra versao € o MicroN/R OnSite, utilizados
em processos de monitoramento online e linha de montagens, principalmente nas
industrias. Outros modelos também s&o utilizados como os MicroN/IR PAT e suas
variagdes, em que se modifica a resisténcia a agentes externos, utilizagdo de sonda
de fibra para leitura das amostras e outros recursos que podem aumentar a robustez
do método. 33 O microNIR 1700, representado na Figura 7, possui diferentes

acessorios para leitura das amostras.

O MicroNIR tem demonstrado potencial em analises quimicas, por sua
confiabilidade, rapidez analitica, além dos instrumentos serem compactos, sensiveis

e ndo destrutivos,138:139,140

Outras vantagens que o microNI/R oferece sao baixos custos de aquisigao e
operagao; baixo consumo de energia; baixo ou henhum uso de reagentes; pouco ou
nenhum tratamento da amostra; alta seguranca do analisador; facil operagao, além de
possibilitar monitorar e determinar propriedades das amostras no local de coleta e

eliminando possiveis fontes de erros a partir do transporte de amostras. 4

Figura 7. Acessoérios do equipamento MicroNIR 1700.a) MicroNIR; b) Colar com
molas; c) suporte de leitura lateral do do vial; d) suporte de leitura para gotas de liquido

e) Suporte de leitura do fundo do vial; f) Suporte de leitura de cubeta para liquidos.

C XN
d) E e) f) ‘
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O microNIR possibilita o monitoramento de processos, a caracterizagdo de
amostras e a determinacéo de possiveis adulterantes, levando a um melhor controle
de qualidade, reduzindo o tempo e custo de analises na industria alimenticia,3* 142

dentre outros setores.

Recentemente, o uso deste equipamento foi empregado para controle de
qualidade de azeite de oliva. Yan, Stuijvenberg e Ruth (2019)'3 desenvolveram
modelos de classificacdo (OCKNN, SIMCA e OCSVM) para 130 amostras de azeite
comercial com intuito de diferenciar os graus de azeite (extravirgem, refinado e 6leo
de bagaco de azeitona). Os autores concluiram que a técnica NIRs portatil é
promissora na distingdo do grau de azeite de oliva. Santos et al. (2020)'# utilizou o
McroNIR associado a analise de componentes principais e regressdo de minimos
quadrados parciais para determinar a autenticidade de 60 amostras apreendidas pela
policia estadual do Espirito Santo e quantificar possiveis adulterantes como 6leo de
soja Os modelos construidos a partir dos espectros NIRs foram capazes de classificar
as amostras como nao sendo AOEV, bem como a quantificagdo de 6leo de soja em
altos teores nas amostras. Outro trabalho utilizando o MicroNIR e ferramentas
quimiométricas, foi feito para classificar e quantificar adulteragdes em AOEV. Os
autores avaliaram também os métodos de aquisicdo de amostra, comparando as
analises de transmitancia e reflectancia para AOEV, blenda com diferentes 6leos
vegetais e amostras comerciais de AOEV. Os modelos de classificacdo se mostraram
eficientes para distinguir os azeites de Oleos vegetais e amostras comerciais. Os
modelos quantitativos obtiveram precisdo de 0,5 a 1,8% em massa para o modo de

transmitancia e de 1,7 a 4,6% em massa para o modo de refletancia.’?*

Assim como para os instrumentos NIRs de bancada, os portateis, mesmo com
uma faixa menor de leitura, geram como resposta, uma grande quantidade de
informacao e dados, estes resultados muitas vezes sdo muito dificeis de interpretar
sem auxilio de outras ferramentas. A evolugdo computacional possibilitou as analises
multivariadas, e assim o uso de ferramentas matematicas e estatisticas para a analise
e a interpretagcdo dos dados de equipamentos analiticos mais modernos como 0s

gerados pelos espectrometros NIR.145
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2.5 QUIMIOMETRIA

A quimiometria possui muitas definigdes, desta maneira, Svante Wold (1972)'46
a definiu como uma ferramenta capaz de extrair informagdes quimicas a partir de
modelos matematicos. Posteriormente um conceito mais amplo foi definido, que a
caracteriza como uma disciplina na area de quimica que utiliza a matematica, logica
e a estatistica a fim de retirar a maxima informacao relevante dos dados quimicos e
otimizag&o e planejamentos de experimentos.’4”:148 Além disso, a Unido Internacional
de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC, do inglés International Union of Pure and Applied
Chemistry) atualiza o conceito citando-a como uma ciéncia que relaciona “medicoes
feitas em um sistema ou processo quimico ao estado do sistema por meio da

aplicacdo de métodos matematicos ou estatisticos”.'4°

Desta forma, a quimiometria, ainda pode ser dividida de maneira generalizada
entre planejamento de experimentos, reconhecimento de padrdes, no qual inclui

métodos supervisionados e ndo supervisionados, e a calibragdo multivariada.'48

Os modelos de reconhecimento de padrdes séo utilizados para a construcéo
de modelos qualitativos de classificacdo. Os métodos de KNN (do inglés, Kth Nearest
Neighbor), SIMCA (do inglés, soft independent modeling of class analogy) e PLS-DA
(do inglés, Partial Least Squares-Discriminant Analysis), sdo considerados modelos
supervisionados. Para os modelos ndo supervisionados, as informagdes sobre origem
das amostras n&o sao utilizadas na constru¢cao desses modelos como por exemplo a
PCA (do inglés, principal component analysis). Este, pode ser considerado um dos

métodos quimiométricos de classificagdo mais aplicado.'8

Os principais métodos de calibracdo multivariada classicas sdo minimos
quadrados classicos (do inglés, Classical Least Squares - CLS), e regressao linear
multipla (do inglés, multiple linear regression - MLR), estes dois métodos utilizam todas
as informagdes espectrais para a construir os modelos de predicdo, incluindo as
informagdes que sdo de maneira geral irrelevantes para a construgdo destes. Outro
método de calibragao é a regressdo de minimos quadrados parciais (do inglés, partial
least square - PLS ), no qual difere dos modelos anteriores, pois leva em consideragao
todas as variaveis relevantes aos modelos e desprezando as variaveis com nenhuma

relevancia. 148150151 Sendo este Ultimo mais aplicado associado a trabalhos analiticos.


https://iupac.org/
https://iupac.org/
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2.5.1 ANALISE POR COMPONENTES PRINCIPAIS — PCA

A PCA, é utilizada para projetar dados multivariados em uma menor dimenséo,
ou seja, diminuindo a dimensao do conjunto de dados originais de maneira a perder o
minimo de informacdo. Este método, consiste em uma transposicao da matriz de
dados, em que ha a maximizagdo da variancia da matriz original. Essa reducao
dimensional é feita a partir da projecéo dos dados em um subespaco vetorial, em que
0S NOVoS eixos sdo variaveis ortogonais entre si, denominadas componentes
principais (do inglés, principal componentes — PCs). Estas componentes armazenam

a maior quantidade informacé&o oriundas da matriz original.5".152

O modelo pode ser descrito a partir da decomposicdo da matriz de dados Xmxn
em que m sao as amostras, organizadas nas linhas, e n as variaveis organizadas nas
colunas em duas matrizes T (amostras x componentes principais) e P (variaveis x
componentes  principais), que sao matrizes de escores e pesos,
respectivamente.’%6.14 Do ponto de vista matematico, o modelo é calculado a partir

da equacao 3.
X=TP"T+E Equacao 3

Além das matrizes de escores, que sao as amostras projetadas nos novos eixos
(PCs) e a matriz de pesos, que sao as informacdes das variaveis armazenadas nas
PCs, ha também a matriz de residuos E, que armazena as variancias que nao foram

incluidas nessas componentes.'06.148

As componentes principais sao formadas a partir do produto da entre os vetores
da coluna da matriz e o vetor coluna dos /oadings, seguindo entdo de forma analoga
da multiplicagdo dos vetores (t1xp1), (12xp2) e assim por diante obtendo dessa
maneira as componentes. As novas componentes formadas sao ortogonais umas as
outras, ou seja, elas sao independentes, e assim favorecendo o modelo descrever a

maxima variancia. 148153

A associagao de dados instrumentais ao modelo PCA, traz como vantagens a

possibilidade de reduzir a matriz de dados, sem que se perca informacdes relevantes,
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facilitando o processo de interpretagdo dos dados.'8 Principalmente para analises de

espectros NIRs, em que a interpretagao dos espectros € mais dificil.

2.5.2 MODELAGEM SUAVE INDEPENDENTE DE ANALOGIA DE CLASSE -
SIMCA

O método de modelagem suave independente de analogia de classe (SIMCA)
€ utilizado para classificar amostras em um espaco multidimensional e tem base no
reconhecimento de padrdes e similaridade entre as amostras.'®' De maneira geral, o
modelo SIMCA, classifica uma amostra introduzida a uma classe, quando esta tem
sua resposta instrumental ou variaveis semelhantes ao grupo de originou aquela

classe.

Este método se baseia no modelo PCA, primeiramente se faz a decomposigao
da matriz X, matematicamente expressa na equacédo 3. Em um segundo processo,
sdo estimados os valores das distancias de escores e as distancias ortogonais as
amostras de treinamento de maneira individual, a partir das componentes principais,
as chamadas hipercaixas. A terceira etapa na construcdo do modelo € a mais
importante, pois os limites para as classes sao estimados, com base nos erros. Esses
erros podem ser, amostras que nao é classificada na classe certa ou amostras

classificadas na classe errada.’®

Apbs o modelo construido, esta apto para classificar amostras desconhecidas,
em que podem ser classificadas como pertencentes a classe ou ndo. A essa classe,
a delimitagao ocorre pelas distancias calculadas na segunda etapa. (Os calculos estao

detalhados apresentados na literatura)'>41%°

Para avaliar a predicdo do modelo, as figuras de mérito de sensibilidade e

especificidade sao utilizadas (equagao 4 e 5)

Sensibilidade (%) = (100x (VP)) / ((VP + FN))
Equacao 4

Especificidade (%) = (100x (VN)) / ((VN + FP)) Equacao 5
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Onde, FN é falso negativo, FP - falso positivo, VP - verdadeiro positivo e VN

verdadeiro negativo.%6
2.5.3 REGRESSAO POR MINIMOS QUADRADOS PARCIAIS - PLS

Além do método de classificagcdo PCA na quimiometria, o PLS, tem sido um
dos métodos mais aplicados para calibragao multivariada em quimica analitica. Esta
ferramenta matematica, pode-se apresentar de duas formas, conhecidas como PLS1
e PLS2. A diferenca entre os dois esta principalmente relacionada as propriedades a
serem modeladas. O PLS1, apenas uma propriedade vai ser modelada, estando entao
esta propriedade em um vetor. Para o PLS2, outras propriedades serao modeladas
ao mesmo tempo, e com isso armazenadas em uma matriz Y.'®” Neste trabalho

abordaremos a aplicagdo do modelo de PLS1.

O PLS utiliza uma matriz de dados X, para construir modelos para predicao,
principalmente quando o conjunto de dados tem muitas variaveis correlacionadas a
uma matriz Y, caso tenha mais de uma propriedade a ser investigada, ou a um vetor
y, no caso de apenas uma propriedade.®8 Inicialmente as matrizes sdo decompostas
em componentes principais, destaca-se o algoritmo NIPALS para tal finalidade, no
entanto o objetivo do PLS é extrair a maxima covariancia da matriz X em y, estas
decomposicdes ocorrem simultaneamente. As PCs originadas sao transformadas a
partir da rotacao dos dados e com isso sdo renomeadas de variaveis latente (VL). As

equacdes 4 e 5 abaixo correlacionam matematicamente o modelo PLS. %7
X=T,P,y + E Equacao 4
y=T,q + e Equacgao 5
Em que a sdo as quantidades de variaveis latentes utilizadas no modelo; Pa e
Ta sao as matrizes de pesos e escores; E é a matriz de residuo de X; y € o vetor com

os valores da propriedade de interesse; q € o vetor dos coeficientes de regressao; e

¢ vetor de residuos de y. 157:159

A correlacédo entre os dados para cada variavel latente e feita alterando os
valores das matrizes de escores, com isso é possivel modelar a regressao de PLS. A
equacao 6, representa a equacgao linear representando a maxima covariancia da

matriz X com o vetory.

y=X.b + e Equacao 6
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O coeficiente b, representa o vetor de regressao que considera a matriz de
Scores (decomposta da matriz X) e o vetor de loadings (decomposta do vetor y), além
disso esse coeficiente também esta correlacionado a matriz de covariancia dos dados

de Xemy. O e, sdo os erros da regressao linear.'%’

A quantidade de VL utilizadas no modelo deve ser levada em consideracgao,
visto que, a escolha de muitas VLs pode fazer com o que o modelo construido seja
baseado em excesso de informagdes, inclusive as que nado sdo de interesse. O
contrario, também pode gerar prejuizos ao modelo, pois ele pode nao conter as

informagdes necessarias para a predizer a propriedade de interesse.'®°

Para realizar a escolha certa do numero de VL, se torna importante a validagao
do modelo, e isso ocorre primeiramente com a separagao das respostas instrumentais
em dois conjuntos. O primeiro utilizado para a calibragdo e outro chamado teste, tem
a finalidade de avaliar a predicdo do modelo e avaliar para que nao haja

sobreajuste. 0

Os métodos possiveis para a validacdo do modelo sdo a validagao externa e
interna, esta ultima, conhecida com CV (do inglés cross validation). Neste método, sdo
avaliados os dados que sao separados em conjuntos e subconjuntos, aplicados de tal
maneira que todas as amostras sejam utilizadas na calibragao e teste, de maneira que
nao haja sobreajuste do modelo em que a mesma amostra esteja no conjunto de

calibragdo e teste.’®®

A repeated double Cross Validation (rdCV) é um algoritmo utilizado para
otimizar a complexidade dos modelos de regressao e pode ser usado quando a faixa
amostral € pequena gerando uma estimativa realista dos erros de predigdo. Assim,
esse método € bem empregado a conjuntos de dados menores. As amostras sédo
divididas e sao feitas repetidas vezes um loop de calibracdo e para cada vez que é
feita a calibragao com determinado conjunto, um outro conjunto de teste é aplicado ao
modelo e com isso valores de Y previstos sdo avaliados e determinados os parametros
otimos. Isso é feito de maneira que todas as amostras sejam avaliadas como
calibragdo e como teste em algum momento. Com isso, no rdCV a dupla validagéo
cruzada é feita muitas vezes (normalmente umas 100 vezes) com as divisdes

aleatdrias dos conjuntos. %
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Para avaliar o modelo, outras métricas também s&o calculadas, como a raiz
quadrada do erro médio de validagao cruzada (do inglés, Root Mean Square Error of
Cross Validation — RMSECYV), os coeficientes de regressdo linear de calibragdo (R%c) e
predicdo (R?p), os valores da raiz quadrada dos erros médios de calibragédo e predicao

(do inglés, Root Mean Square Error of Calibration — RMSEC e Root Mean Square Error of
Prediction - RMSEP).160.161,162

As ferramentas quimiométricas, de modo geral, tem sido comumente

empregada as técnicas analiticas, e como ja discutido anteriormente, principalmente

a dados de NIRs e azeite.



64

3 OBJETIVO GERAL

Avaliar o desempenho do microNIR para classificar e quantificar adulteracéo
de azeites de oliva extravirgem com oOleos vegetais a partir de analise de dados

multivariados.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o melhor método de aquisicdo e leitura de amostras a partir dos
acessorios disponiveis do microNIR;

e |dentificar os principais adulterantes (6leo de soja, milho, canola e girassol) em
azeite extravirgem por do MicroNIR;

e Quantificar a adulteragdo em azeite extravirgem por do MicroNIR e PLS;

e Construir modelos quimiométricos de calibracao para cada curva de azeite/6leo
vegetal estudado a partir dos dados obtidos por MicroNIR.

e Avaliar o uso do microNIR no controle da qualidade de azeites apreendidos no

Espirito Santo.
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4 APLICAGCAO 1

O artigo que sera apresentado esta publicado na revista Microchemical Journal,

volume 159, 105544 disponivel no link:

https://www-
sciencedirect.ez43.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0026265X203231347?
via%3Dihub

Quantification and classification of vegetable oils in extra virgin olive oil
samples using a portable near-infrared spectrometer associated with

chemometrics
Resumo

O azeite € um produto alimentar importante para a saude humana. A adi¢ao de
Oleos vegetais € a forma mais comum de adulteracao de o6leo. Neste artigo, foi
desenvolvida uma metodologia para identificar e estimar adulteragdes em azeite de
oliva extravirgem (AOEV) usando um espectrometro portatil de infravermelho préximo
(MicroNIR). Dois modos diferentes de aquisi¢do espectral foram testados: refletancia
e transmitancia. Os conjuntos de amostras constituem misturas binarias de AOEV
com o6leo de soja, girassol, milho e canola. Modelos de regressdo de minimos
quadrados parciais (PLS) foram construidos para quantificar adulteracbes em azeite
extravirgem. Apés, foi verificado o teor de dleo de soja em 12 azeites adquiridos em
um mercado local. Além disso, as propriedades fisico-quimicas: acidez, indice de
perdxido, e a absorbancia ultravioleta das amostras comerciais foram determinadas
seguindo o método padrao do Instituto Adolfo Lutz e CEE n. 2568/91. A precisao dos
modelos PLS foi de 0,5 a 1,8% em peso para o modo de transmitancia e de 1,7 a 4,6%
em peso para o modo de refletancia. As adulteracdes das amostras comerciais de
azeite, as misturas binarias de amostras comerciais, os 6leos vegetais e as misturas
binarias AOEV/dleos vegetais foram avaliadas por analise de componentes principais
(PCA) e analogia de classe de modelagem independente suave (SIMCA). Os modelos
PCA e SIMCA distinguiram as amostras comerciais de acordo com as informacdes
contidas em seus roétulos; além disso, identificou as amostras de azeite no conjunto
de dados com as misturas. Esses resultados estdo em excelente concordancia com

os resultados fisico-quimicos que corroboram com os limites de regulagao.


https://www.sciencedirect.com/journal/microchemical-journal/vol/159/suppl/C
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4 1METODOLOGIA

4.1.2 Amostras

Uma amostra AOEV foi escolhida para produzir misturas binarias com 6leos
vegetais (soja, girassol, milho e canola). Este AOEYV foi escolhido, por ter sido descrito
na lista controle de qualidade do MAPA, como um dos azeites que sempre esteve
dentro das conformidades nos ultimos cinco anos. Outras 12 amostras de azeite de
oliva, foram adquiridas em um mercado local (no estado do Espirito Santo, regiao
sudeste do Brasil) e nomeadas aleatoriamente como amostras de A a L. As
informagdes nutricionais e demais parametros contidos no rétulo das amostras foram

descritos nas Tabelas 1S a 58S disponiveis no Anexo 1.

As misturas binarias de AOEV com o6leos vegetais (soja, milho, girassol e
canola) foram preparadas em triplicata. Para isso, uma massa total de 4 g do AOEV
adulterado com 19 diferentes concentragdes de dleo vegetal (0; 1; 3; 5; 10; 15; 20; 25;
30; 35; 40; 45; 50; 55; 60; 70, 80, 90 e 100% em massa foram obtidos, cuja média dos
respectivos valores de massa estao descritos nas Tabelas 6S - 9S (ANEXO 1). Este
procedimento gerou um conjunto de 228 amostras de AOEV com 6leos vegetais.
Todas as medi¢gdes no microN/IR também foram realizadas em triplicata de forma

aleatoria.

Para a construcdo do modelo SIMCA, outras sete marcas de AOEV foram
adquiridas no mercado local nas mesmas condi¢cdes de armazenamento. As amostras
foram abertas, pesadas e os espectros adquiridos no mesmo dia. Em seguida, foram
preparadas blendas binarias entre essas sete marcas de AOEV. As misturas de
AOEVs foram pesadas nas proporcdes de 25:75 e 50:50% em massa. As massas das
pesagens estdo descritas na Tabela 10S, no Anexo 1). O conjunto final dessas
blendas é composto por 40 amostras, onde foram adquiridos os espectros no

microNIR em ftriplicata aleatéria.

4.1.3 Propriedades fisico-quimicas
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4.1.3.1 Acidez

A acidez foi determinada por titulagdo com solugcdo de NaOH 0,01 mol L —' .163
Para o preparo da amostra, foram utilizados 2 g de amostra com 25 mL de solugao de
éter dietilico:etanol (2:1) e fenolftaleina como indicador. Todas as analises foram

realizadas em triplicado.

4.1.3.2 Peroxido

O valor de peroxido foi determinado por titulagdo com 0,01 mol L ' de
tiossulfato.4? Foram utilizados 2,5 g de amostra com 10 mL de cloroformio , 15 mL de
acido aceético glacial e 1 mL de iodeto de potassio saturado. Em seguida, foram
adicionados 30 mL de agua e o indicador, que foi 1 mL de uma solugéo saturada de

amido.

4.1.3.3 Espectrofotometria ultravioleta (UV)

As leituras foram feitas em espectrofotémetro de feixe duplo UV-Vis, modelo
UV-Vis Cary 60, da Agilent Technologies (Santa Clara, CA — EUA). 2 Uma solug&o foi
preparada a partir de 0,25 g de amostra com 25 mL de ciclohexano. Os coeficientes

de extingdo foram obtidos em 232 nm, e 270 nm e AK foram obtidos pela Equagao 1:

4270 4232 AK= A270 - Aze6t 4274

Ky70= T Ky32= cl 2 (Eq. 1)

Onde, K 232 = Coeficiente de extingdo (absortividade) em A = 232 nm; K 270 =
Coeficiente de extingdo em A = 270 nm; A K = Coeficiente de extingdo na maior
absor¢cao em 270 nm; A 270, A 232, A 266 € A 274 S840 as absorbancias , cé a concentragéo

de AOEV (g por 100 mL), e [ € o comprimento do caminho da luz (1 cm).
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4.1.3.4 MicroNIR e quimiometria

Utilizou-se um espectrometro portatil MicroNIR ™ Pro 1700 em miniatura e
versao de software 2.1, da Viavi Solutions Inc (Santa Rosa, CA - EUA). Os espectros
foram coletados na faixa de 1676 a 908 nm, com 100 varreduras, tempo de integracéo

de 8 ms, 125 pontos por varredura e uma resolugao de 6,20 nm entre os pontos.

As amostras foram analisadas em dois acessorios (para modos de transmisséo
e refletancia), a fim de comparar sua influéncia no perfil espectral. Para o modo de
transmissao foi utilizada uma cubeta de quartzo de 2 mL com caminho 6ptico de 1 cm.
Para o modo de refletancia difusa foi utilizado frasco de 4 mL de borossilicato. O feixe

de luz atinge o fundo do frasco para ser realizado a coleta dos dados.

Todos os espectros NIR foram pré-processados usando a primeira derivada do
algoritmo Savitzky-Golay'®* com um polindmio de segunda ordem e janela de sete
pontos. Os espectros médios da amostra triplicada foram usados para construir
modelos qualitativos e quantitativos. Todos os calculos foram realizados usando o
MATLAB Software 7.0 (R2013a).

Modelos PLS foram construidos para cada um dos quatro conjuntos de
misturas AOEV/6leo vegetal (AOEV/soja, AOEV/milho, AOEV/girassol e
AOEV/canola). Utilizou-se a validagao cruzada (do inglés, repeated double cross-
validation - RDCV)'®5 e foi selecionado o nimero 6timo de variaveis latentes para a
construgcéo dos modelos. O conjunto de teste foi utilizado para avaliar a acuracia do

modelo por meio da raiz quadrada média do erro de predicao (RMSEP) (Eq. 4 ).

RMSEP = J(1/npred Y& [(yi —y'i)] *2) (Eq. 4)

Onde, npred é o numero de amostras no conjunto de teste, yi e y'i sdo o valor
de referéncia e predito, respectivamente, do teor de adulterante adicionado no AOEV
(19 teores diferentes para cada AOEV /6leo vegetal). Em seguida, os valores de limite

de detecgao (LOD) foram calculados pelas equagdes 5 e 6, respectivamente66:
LODmin = 3.3 [ SEN~2 var(x) + hOmin SEN~ 2 var(x) + hOmin SEN~2 var(ycal) ]'? (eq. 5)

e
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LODmax= 3.3 [ SEN~2 var(x) + hOmax SEN~2 var(x) + hOmax SEN~ 2 var(ycal) "2 (eq. 6)

A SEN é a sensibilidade, hOmin € hOmax S80 as alavancagens minima e maxima,
var(x) é a variancia dos sinais espectrais e var(ycal) é a variagdo na concentragdo das
amostras do conjunto de calibracdo. Em seguida, os valores de limite de quantificagéo

(LOQ) foram calculados pelas equagdes 7 e 8, respectivamente66:

LOQmin= 10 [ SEN~2 var(x) + hOmin SEN~2 var(x) + hOmin SEN~2 var(ycal) ]'? (eq. 5)
e

LOQmax = 10 [ SEN~2 var(x) + hOmax SEN~2 var(x) + hOmax SEN~2 var(ycal) ]"? (eq. 6)

A precisdao dos modelos PLS no modo de transmitancia e refletancia foi
comparada pelo teste F e teste aleatorio para precisdo. Para isso, foi considerado o
valor RMSEP para cada 6leo vegetal. Além disso, os modelos PLS construidos foram
aplicados para prever o teor de 6leo vegetal nos doze azeites como conjunto de teste

externa.

Para distinguir as amostras de AOEV, modelos de PCA foram construidos com
misturas de oleo AOEV/vegetal (AOEV/soja, AOEV/milho, AOEV/girassol e
AOEV/canola). Além disso, um modelo de classificagdo de classe, SIMCA, foi
desenvolvido, cuja classe alvo (AOEV) foi atribuida as amostras comerciais de AOEV
e as misturas binarias das diferentes marcas comerciais AOEV. O SIMCA é construido
a partir de modelos de classificacdo baseados em PCA, onde é calculado um modelo
de PCA para cada classe de objetos, de forma independente. Em seguida, novos
objetos podem ser classificados pelo modelo de classe construido. Assim, fornece

uma classificagéo probabilistica. 6’

O modelo SIMCA foi construido a partir dos espectros de transmitancia do
conjunto de dados da matriz de treinamento ( [X_trein)_((57,125) )) que foi composto
da média espectral de dois lotes de marcas AOEV diferentes (13 espectros), 36
blendas binarias AOEV, como pertencimento a classe 1 (AOEV). Para a classe 2, os
quatro azeites comerciais com diferentes porcentagens do 6leo de soja (como
identificado no rétulo), e quatro amostras de éleos vegetais (ndo AOEV).

Quatro conjuntos de dados de amostras testes, foram utilizadas para avaliar a
capacidade do modelo em classificar AOEV com diferentes quantidades de

adulterantes no azeite e a influéncia do tempo de envelhecimento na discriminagao
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das amostras de AOEV. Para isso, os espectros médios das misturas binarias
AOEV/6leo vegetal (AOEV/soja, AOEV/milho, AOEV/girassol e AOEV/canola), com 18
espectros cada mistura, sete amostras comerciais de AOEV envelhecidas e oito
amostras de AOEV foram adicionados ao conjunto de dados de teste. O modelo
classificou cada amostra de teste como AOEV ou nao pertence a classe AOEV. Os
conjuntos de dados foram centrados na média e o modelo foi avaliado pela

sensibilidade e especificidade, além da matriz de confuséao.

4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.2.1 Propriedades fisico-quimicas

A acidez do 6leo esta diretamente relacionada a qualidade e pureza da matéria-
prima. Este parametro é usado para determinar o teor de acidos graxos livres,
expresso em porcentagem de acido oleico para o azeite. Os acidos graxos livres sao
formados a partir de uma reacdo de hidrolise. Consequentemente, € possivel
determinar mudancgas durante a fabricagcdo do AOEV. Os valores de acidez estao
entre 0,13 e 0,63% em peso para amostras de AOEV (acido oleico, % em peso) e
0,12-0,22 mg KOH g ~ ' para ¢6leos vegetais (Tabela 6. Resultados fisico-quimicos de
acidez, indice de perdxido e valores de extingdo ultravioleta.). Esses valores estéo
dentro dos limites permitidos pela regulamentagao, 848 onde é permitido 0,8 % em
peso de acido oleico para AOEV e 0,3 mg KOH g ~ ' para dleos vegetais refinados .
Nao ha limites estabelecidos para misturas de AOEV /bleos vegetais. No entanto, se

comparadas a legislagdo AOEV, essas amostras estdo em conformidade.

O indice de peroxido das amostras variou de 1,58 a 14,75 meq kg ~'. Os limites
regulamentares sdo 10 meq kg ~ ' para oleos vegetais refinados e 20 meq kg ~ ' para
AOEV. A Tabela 6 ilustra que a maioria das amostras estdo em conformidade, com
excegdo dos oleos de girassol e canola (14,75 e 11,36 meq kg ~ ', respectivamente).
Essa ndo conformidade pode estar relacionada ao envelhecimento apds a abertura
da embalagem. O tempo para realizar esses testes foi de trés semanas, e isso pode
interferir na oxidagéo dos oleos. Makni et al. (2015)'%® mostraram que os valores do
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indice de peréxido aumentam em fungao do tempo de armazenamento de AOEV e
Oleos vegetais e apenas cinco dias sao suficientes para observar a oxidagdo da
amostra de dleo ultravioleta informam a identidade e o grau de preservacado do AOEV
e se o produto mudou para fabricagdo. O valor de absorbancia em 270 nm refere-se
a presenca de trienos conjugados e produtos de oxidagao secundaria. Por outro lado,
o valor de absorbancia em 232 nm esta relacionado a presenga de compostos

carboxilicos, dienos conjugados e hidroperdxidos de acido linoleico. 69

De acordo com MAPA e ANVISA48, os limites de AOEV para K 270, K 232e A
K sdo 0,22, 2,5 e 0,01, respectivamente. Geralmente, os resultados encontrados
concordam para amostras AOEV A —-L (0,14 — 0,22 em K 270e 1,9 — 2,35 em K 232).
Para as misturas AOEV /Oleos vegetais, os valores ultrapassaram os limites
estabelecidos pela legislagdo (0,27 — 0,70 em K 270, € 2,46 — 2,60 em K 232). Isso é
esperado porque no processo de refino dos 6leos vegetais € formado dieno e
compostos conjugados de trienos (acidos graxos insaturados).
Tabela 6. Resultados fisico-quimicos de acidez, indice de peroxido e valores de

extingdo ultravioleta.

Acidez (acido oleico, m%) Acidez (mg KOH g)
Oleo de
A 0.42 E 0.25 | 0.05 . 0.12
soja
Oleo de
B 0.38 F 0.24 J 0.63 0.17
girassol
Oleo de
Cc 0.13 G 0.46 K 0.30 0.22
canola
Oleo de
D 0.51 H 0.35 L 0.69 0.16
milho
AOEV
(amostra 0.32
padrao)
indice de peréxido (meq K1)
Oleo de
A 12.33 E 7.50 | 1.59 . 2.77
soja
Oleo de
B 6.37 F 5.56 J 8.32 14.75
girassol
Oleo de
Cc 5.93 G 1.58 K 6.30 11.36

canola
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D 6.72 H 3.16 L 7.13 Oleo de 0.79
milho
AOEV
(amostra 10.09
padrao)
Absorgao ultravioleta k7o k232 AK
AOEV
(amostra 0.16 1.93 -0.02
padrao)
A 0.18 2.33 -0.02
B 0.22 2.01 0.00
Cc 0.19 2.05 0.00
D 0.66 2.46 -1.81
E 0.14 1.92 -0.02
F 0.17 1.90 0.00
G 0.33 2.60 -2.10
H 0.70 2.53 -0.77
| 0.27 2.49 -0.84
J 0.20 2.02 -0.02
K 0.14 2.35 -0.11
L 0.14 1.98 -0.02

4.2.2 MicroNIR e Analise Quimiométrica

Os espectros MicroNIR obtidos para a mistura 6leo vegetal/AOEV, nos modos
transmitédncia e reflectdncia sdo mostrados na Figura 8a-h e Figura 9a-h,
respectivamente. Na primeira coluna (Figura 8a,c,e,g e Figura 9a,c,e,g) estdo os
espectros brutos de microNIR para as misturas de AOEV com dleo de soja, milho,
girassol e canola, respectivamente. Enquanto na segunda coluna, observa-se a
corregao dos espectros apos aplicar a primeira derivada (Figura 8b,d,f,h e Figura
9b,d,f,h).

Observa-se um perfil espectral semelhante para ambos os modos de aquisigao
transmitancia e reflectancia (Figura 8 e Figura 9, respectivamente). Porém, o perfil
dos espectros apresenta diferencas no que se refere a maior intensidade de absorcao
nos espectros no modo de reflectancia, o qual também apresenta bandas mais

alargadas prejudicando a resolugado das bandas. Isso pode ser observado com a
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expansao da regiao de 1100 — 1200 nm, para os dois modos de leitura apos a
aplicacao da primeira derivada (Figura 8b,d,f,h e Figura 9b,d,f,h), com diferencas
minimas na regido de 1100 e 1200 nm, para o modo de refletdncia, e no modo

transmitancia pode ser observado bandas menos alargadas e n&o sobrepostas.

As bandas maijoritarias estdo localizadas na regidao de 1100 a 1300 nm e de
1350 a 1550 nm para os modos de transmitancia e reflectancia. A regido de 1100 —
1300 nm é caracteristica do segundo harménico da vibragdo CH, referindo-se aos
grupos funcionais —CH2 , —-CHs e —CH=CH-."7017® Hourant et ai. (2000)""" estudaram
Oleos e gorduras, notando que os Oleos, 0s quais sao ricos em acidos graxos
insaturados, apresentam uma absorgdo mais intensa proximo a 1164 nm. Ademais,
os autores relacionam a banda de absor¢cdo em 1180 nm a vibragdo CH de acidos
graxos puros contendo ligagdes duplas do tipo cis. A regido de 1390 — 1490 nm esta
relacionada a combinagdes de vibragdes de estiramento de CH.%'81 Sinelli et al
(2010) "8 reporta que o acido oleico absorve energia na regido aproximadamente de
1725 nm e outros compostos presentes no AOEV , como carotendides e clorofila,
absorvem a 450 nm e 670 nm, respectivamente.’® No entanto, ndo foi possivel
evidenciar essas duas ultimas bandas, pois o NIR portatil aqui utilizado absorve na
faixe de 908 a 1676 nm.
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Figura 8. Espectros NIR portateis das misturas de 6leos AOEV/soja, AOEV/milho,

AOEV/girassol e AOEV/canola, respectivamente, para o modo de transmitancia.

Espectros originais (a, c, e e g) e espectros pré-processados (b,d,g, eh) com primeira

derivada.

Oleo de soja

Oleo de milho

Oleo de

Oleo de
canola

girassol

QO
S—

Absorbéncia

b)

Absorbancia

Ahsorbancia

o
—

i
-

Absorbancia

Absorbéncia

(L]
—

Absorbéncia

2.1
S00 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700
Comprimento de onda (nm)
07
06 | )
i f
05 ‘\
ol
0.4 f A -
! 9
2
03 a
{ \ 3
0.2 ! k]
N ! Ed
o1\
I . S
21
1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700

Comprimento de onda (nm)

m
—_—

| A 2}
4 2
A ]l
{ £
° 2
0.1 \ /
W -~
ol S =
0.1
800 100¢ . o . . 1600 1700
Comprimento de onda (nm)
.
06 I
f h)
05
94 - -}
Py g
02 - 2
{ \ 5
02 2
E
01 -
0
0.1
500 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700

Comprimento de onda (nm)

100% Oleo de soja

0% Oleo de soja

\ Comprimento de onda (nm})
-—
\ -
-
\ -
-
\ -
-
. Y=
05 I /l
02 I / '
0 /
0.02 l I {
('
.06 I I 1
|
0.08 y
1
S00 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700
Comprimento de onda (nm)
008
008 / A
| fA
D04 i i /
|
0.02
|
0,02 [
204 {
0.05 L]
208 i
21
900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700
Comprimento de onda (nm)
0.08
0.08 / A
| 1
0.0¢ f | 1 /
[ !
0.02 |
/ |
. / . ) . S
.02 v
.08
008 i
0.1
S00 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700
os Comprimento de onda (nm)
008 / A
| \
0.04 i
0.02 {1
202"
D04
0.06
0.08 1‘.
01
500 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700

Comprimento de onda (nm)



75

Figura 9. Espectros NIR portateis das misturas de 6leos AOEV/soja, AOEV/milho,

AOEV/girassol e AOEV/canola,

respectivamente, para o modo de reflectancia.

Espectros originais (a, c, e e g) e espectros pré-processados (b,d,g, eh) com primeira

derivada.
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A Tabela 7 mostra os valores estimados para as concentragdes mais comuns de acidos graxos em 6leos vegetais e azeites.

Embora existam variagdes entre os produtos, esses limites estdo de acordo com diversos estudos da literatura.'?:172

Tabela 7. Acidos graxos presentes em azeites e 6leos vegetais.

Acidos graxos

Azeite de oliva

Oleo de soja Oleo de girassol

Oleo de milho

Oleo de Canola

Acido palmitico (C16:0)

Acido palmitoleico (C16:1)
Acido estearico (C18:0)

Acido oleico (C18:1) 18:1n-9
Acido linoleico (C18:2) 18:2n-6

Acido linolenico (C18:3) 18:3n-3

7.5-20

0.5-3.5

0.5-5

55 -83

3.5-21

9.7-13.3

<0,2

3.0-54

17.7-28.5

49.8-57.1

5.5-9.5

5.0-8.0

<0,3

2.5-7.0

13.0-40

48.0-74.0

<0,3

9.2-16.5

20-42.2

39.4-65.6

0.5-1.5

3.3-6.0

0.1-0.6

1.1-2.5

52.0-67

16-25

6.0-14.0
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4.2.21PLS

Os modelos PLS construidos com o modo de transmiténcia apresentaram
melhor desempenho analitico e uma boa linearidade em relagdo ao modo de
reflectancia (Tabela 8), (Figura 10 e Figura 11). Os modelos de acuracia do PLS
foram verificados pelo teste F, com nivel de significancia de 5%. Mendes et al. %2
relataram valores de RMSEP por técnicas de NIR (1,76% em massa), FTIR (4,89%
em massa) e Raman (1,57% em massa) aplicadas para quantificar o teor de dleo de
soja em amostras de azeite. Aqui, foi utilizado um NIR portatil e valores de RMSEP de
0,17, 1,4, 0,64 e 0,60% em massa foram encontrados para adulteragcao de 6leo de
soja, milho, girassol e canola, respectivamente, no modo de transmitancia. Este
resultado demonstra que a miniaturizagéo e a portabilidade podem ser empregadas
na deteccdo de adulterantes presentes no AOEV como outros 6leos vegetais com
desempenho analitico semelhante ao de equipamentos de bancada. Além disso,
através dos loadings das variaveis NIR no modelo PLS (Figura 12) pode-se verificar
que a regidao de 1100 a 1400 nm apresentou a maior influéncia para a estimativa de
quantificacdo, sendo esta regidao importante para diferenciar 6leos e gorduras. Esta
regido que compreende o segundo sobretom de vibragdo de grupos funcionais, e
combinagdes de estiramento CH. Além disso, esta relacionada a absorcdo mais

intensa dos 6leos ricos em acidos graxos.'’"
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Tabela 8. Comparacao entre modelos PLS para o modo de reflexdo e transmisséo.

Transmitancia

. : : Oleo de Oleo de Oleo de
Parametro Oleo de soja . :
milho girassol canola
Variavel latente 2 3 3 2
RMSEP (m%) 0,17 1,4 0,64 0,60
R? 0.99 0.99 0.99 0.99
Vies (m%) <0.01 <0.01 <0.01 0.04
LODmin— 0.83-1.92 1.88—-4.62 1.18-2.58 1.07-2.13
LODmax (m%)
LOQmin— 2.52-5.82 5.70-14.02 3.58-7.83 3.25-6.45
LOQmax (m%)
Refletancia
. . : Oleo de Oleo de Oleo de
Parametro Oleo de soja . :
milho girassol canola
Variavel latente 2 2 4 4
RMSEP (m%) 1,72 4.65 3.52 2.29
R? 0.99 0.98 0.99 0.99
viés (m%) 0.05 -0.38 0.43 0.12
LODmin— 1.85-3.58 2.83-6.20 1.93-5.20 1.99-5.41
LODmax (m%)
LODmin— 5.62-10.87 8.57-18.80 5.86-15.77 6.04-16.40

LODmax (m%)
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Figura 10.Resultados do modelo PLS para as misturas de 6leos AOEV/soja (a),
AOEV/milho (b), AOEV/girassol (c) e AOEV/canola (d) obtidas no NIR portatil usando

0 modo de transmitancia.
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Figura 11. Resultados do modelo PLS para as misturas de 6leos AOEV/soja (a),
AOEV/milho (b), AOEV/girassol (c) e AOEV/canola (d) obtidas no NIR portatil usando

0 modo de transmitancia.
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Figura 12. Loadings das variaveis latentes para OLEOS VEGETAIS AOEV/6leos
vegetais adulterados em diferentes concentragdes de soja (a/e), milho (b/f), girassol

(c/g) e 6leo de canola (d/h). Aquisigdo nos modos de transmissao e reflectancia do
NIR portatil.
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O modelo PLS construido anteriormente foi aplicado para prever o teor de dleo
vegetal para 12 amostras de azeites comerciais e os resultados sdo apresentados na
Tabela 9. As amostras de azeite comercial A a C, E, F e J a L apresentaram valores
de previsao sempre negativos ou proximo de zero para os quatro tipos de adulterantes
investigados (6leos de soja, milho, girassol e canola). Esses valores previstos

sugerem que essas amostras apresentam conteudo adulterante zero devido as
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incertezas dos modelos e valores previstos inferiores ao LOD e LOQ dos modelos.
Em contrapartida, foram previstos para as amostras comerciais D, G, H, | os valores
de 6leo de soja de 93 82, 86 e 95% em massa, respectivamente. O rotulo dessas
amostras informa o teor de 6leo vegetal de 95, 88, 70 e 49% em massa de oleo de

soja, respectivamente (Tabela 2S disponiveis no Anexo 1).

Além disso, valores superiores a 100% em massa de 6leos de milho e canola
foram previstos para essas mesmas amostras (D , G, H e I). Os resultados estao
relacionados a similaridade da composi¢ao de acidos graxos nesses Oleos vegetais.
Os valores previstos de 6leo de soja, milho e canola apresentam alta correlagao entre

essas amostras (Tabela 118 disponiveis no Anexo 1).

Entdo, ndo foi possivel estimar qual 6leo vegetal é utilizado na adulteragéo,
impossibilitando a diferenciacao individualmente de cada um deles em amostras de
teste externas. No entanto, a correlagdo entre os valores previstos desses
adulterantes confirma a presenga de adulteragdo com 6leos vegetais nestas amostras.
Oleos ricos em &cidos graxos insaturados com dupla ligagdo causam aumento da
intensidade de absor¢ao em regides do espectro NIR em 1100 a 1300 nm, resultando
no comportamento quando essas amostras foram aplicadas ao modelo PLS. FILODA
et Al (2018)23 fazem adulteragdes de azeite com dleos vegetais (soja, milho, canola
e girassol) para estimar o teor de acidos graxos presentes, os autores afirmam que
nao é possivel distinguir o tipo de 6leo vegetal utilizado para adulteragado baseado no

teor de acidos graxos avaliados.
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Tabela 9. Comparagao entre os valores de predicdo (m%) dos modelos de SS para

analise de amostras comerciais de azeite de oliva utilizando NIR portatil no modo de

aquisi¢ao de transmissao.

Amostras ) Oleo de ) )
comerciais Oleo de . Oleo de girassol Oleo de canola
. . o milho o o
de azeite = soja (m%) o (m%) (m%)
- (m%)
de oliva
A 0.5 5.1 -133 7.5
B -0.4 -11 -145 -8.8
C -5.7 -19 -127 -17
| D | 93 121 -126 143
E -5.9 -17 -129 -17
F -3.7 -16 -156 -13
G 82 103 -161 127
H 86 115 -122 132
l 95 132 -34 145
J -7.5 -19 -180 -18
K 4.4 -16 -115 -13
L -3.5 -15 -160 -12
@) modelo girassol apresentou valores preditos das

amostras D, G, H e l inferiores aos demais modelos. Isso pode ocorrer devido a

composi¢ao quimica do oleo de girassol, em que possui uma alta variedade da relagao

acido oleico e acido linoleico, como visto na Tabela 7. O acido oleico e o acido

linoleico podem variar em uma porcentagem maior de cerca de 13,0-40 e 48,0-74,0%

em massa, respectivamente. Em geral, o perfil espectral da mistura AOEV/6leo de

girassol ( Figura. 8 c) é semelhante ao milho ( Figura. 8 b) e canola (Figura 8e). No

entanto, os espectros da mistura AOEV/bleo de girassol apresentam variabilidade na


https://www-sciencedirect.ez43.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0026265X20323134#t0005
https://www-sciencedirect.ez43.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0026265X20323134#f0005
https://www-sciencedirect.ez43.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0026265X20323134#f0005
https://www-sciencedirect.ez43.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0026265X20323134#f0005

84

regiao de 1400 a 1500 nm, n&o observada nos demais 6leos. Quando verificadas as
loadings para esses modelos PLS ( Figura. 12 ), a regido de interesse para todos os
modelos é destacada em 1500 a 1100 nm, comprovando que as propor¢des de acidos

graxos podem influenciar na quantificagéo.

4.2.2.2 Modelos PCA e SIMCA

Nos modelos de PCA do AOEV com diferentes 6leos vegetais, foram obtidos
aproximadamente 99% da variancia explicada dos dados originais com as trés
primeiras PCs como descrito na Tabela 10. Nota-se que a resposta dos modelos de
no modo de transmitancia apresentaram maior varidncia explicada nas duas primeiras
PCs (99,71, 99,58, 99,83 e 99,85% para os 6leos soja, milho, girassol e canola,
respectivamente), quando comparados ao modelo do modo de refletancia (98,05,

96,67, 87,65, € 93,07%, para os 6leos soja, milho, girassol e canola, respectivamente).

Tabela 10. Variancia explicada do primeiro, segundo e terceiro PC dos dados

adquiridos nos modos de transmissao e reflexao.

Transmitancia

%PCs  AOEV/Oleode AOEV/Oleo de AOEV/Oleo de AOEV /Oleo de
soja milho Girassol Canola

PC1 97,57 98,06 98,45 99,06

PC 2 2,14 1,52 1,38 0,79

PC 3 0,22 0,34 0,08 0,06

Refletancia
%

PC's AOEV/Oleo de = AOEV/Oleo de AOEV/Oleo de AOEYV /Oleo de
soja milho Girassol Canola

PC1 66,67 75,05 54,27 73,89

PC 2 31,38 21,62 33,38 19,18

PC3 1,05 1,55 10,20 3,39



https://www-sciencedirect.ez43.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0026265X20323134#s0080
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Observa-se que o grau de adulteragdo pode ser distinguindo a partir das

analises do grafico de Scores de PC1xPC2 (Figura 13 e

Figura 14). Para as anadlises por transmitancia, a adulteragdo aumenta no
sentido das regides PC1>0 para PC1<0, nas blendas AOEV /6leo de soja e AOEV
/6leo de canola ( Figura 13.a e Figura 13.d). O inverso ocorre para a adulteragéo nas
blendas de AOEV /6leo de girassol e AOEV /6leo de milho que aumentam no sentido

das regides PC1<0 para PC1>0 ( Figura 13.b e Figura 13.c).

A partir da distribuicdo da adulteracdo dos 6leos nos graficos de Scores e as
variaveis nos Loadings, pode-se supor uma relagdo com o teor de acidos graxos nos
Oleos e azeites. Ao observar as tendencias das amostras com maior teor das
adulteragdes, para as amostras de 6leo de soja e canola, a banda com maior influéncia
em PC1<0 nos graficos de loadings (Figura 15.a e Figura 15.d) esta em torno de
1160 nm. No qual, essa regido é relacionada com acidos graxos mais insaturados'’"
e de acordo com a Tabela 7 observa-se que a variagéo de acido linolénico (18:3n-3)
esta em maior quantidade para as amostras de soja e canola e menor ou néo presente
para azeites puros. Um comportamento oposto é notado, para as blendas de girassol
e milho com azeite (Figura 14b e Figura 14c) em que o teor de adulteragao aumenta

e nota-se a influéncia da banda de 1160 nm em PC>1.



86

Figura 13. Grafico dos Scores (PC1 versus PC2) para as amostras de azeite virgem
extra adulterado com diferentes concentragdes de éleos de soja (a), milho (b), girassol
(c) e canola (d). Dados obtidos de espectros NIR adquiridos no modo de transmitancia.

O tamanho do marcador refere-se ao teor de 6leo vegetal em cada amostra.
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Para as analises por reflectancia, pode-se observar que a influéncia das duas
componentes principais (PC1 e PC2) utilizadas no grafico dos scores (Figura 14) séo

importantes para distinguir o teor de adulteragao.

Com isso, nota-se a PC1 tem maior influéncia nas blendas de azeite com 6leo
de soja, girassol e canola. Para a PC2 observa-se que a adulteragdo aumenta no
sentido das regides PC2<0 para PC2>0, nas blendas AOEV /6leo de girassol, AOEV
/6leo de milho e AOEV /bleo de canola (Figura 14b, Figura 14c e Figura 14d. O

inverso ocorre para a adulteragao na blenda de AOEV /6leo de soja (Figura 14a).
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Ao relacionar as principais bandas nos Loadings que contribuem para a
distribuicdo das amostras nos graficos de Scores, pode-se supor uma relagdo com o
teor de acidos graxos nos 0leos e azeites. Ao observar as tendencias das amostras
com maior teor das adulteragbes, para as amostras de oleo de girassol, milho e
canola, a banda com maior influéncia em PC2>0 nos graficos de loadings (Figura
16.b, Figura 16.c e Figura 15.d) esta em torno de 1160 nm (regiao é relacionada com
acidos graxos mais insaturados).'' O contrario é observado para as blendas de soja
e azeite (Figura 16.a) em que o teor de adulteracdo aumenta em PC2<0, com

influéncia da banda em torno de 1160nm.

Figura 14. Grafico dos Scores (PC1 versus PC2) para as amostras de azeite
virgem extra adulterado com diferentes concentragdes de 6leos de soja (a), milho (b),
girassol (c) e canola (d). Dados obtidos de espectros NIR adquiridos no modo de

reflectancia. O tamanho do marcador refere-se ao teor de 6leo vegetal em cada

amostra.
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As variaveis responsaveis pelo comportamento observado nos gréaficos de
scores da Figura 13 sdo mais importantes na regiao de 1100 a 1400 nm, como
observado nos loadings da Figura 15. Para o modo de reflectancia, as bandas com
maior influéncia para a disposi¢do da adulteragado nos graficos de Scores da Figura
14. estdo localizadas de 1100 a 1400 nm como pode ser observado nos graficos de
loadings da Figura 16. Como mencionado anteriormente, esta regido esta relacionada
as combinacdes de estiramento de vibracdo CH, sendo mais intensa para o6leos ricos
em acidos graxos.'”" Além disso, pode ser observado que as bandas nos graficos de
loadings de reflectancia sdo mais intensas, alargadas e sobrepostas, o que é refletido
no grafico de Scores na distribuicdo das blendas em relagao ao teor de adulteracgéao,

quando comparado os dois modos de aquisigao.

Figura 15 - Loadings de PC1 e PC2 para as amostras de AOEV adulteradas com
diferentes concentragdes de 6leos de soja (a), milho (b), girassol (c) e canola (d). Os

dados do espectro NIR correspondem ao modo de transmitancia.
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Figura 16. Loadings de PC1 e PC2 para as amostras de AOEV adulteradas com
diferentes concentragdes de 6leos de soja (a), milho (b), girassol (c) e canola (d). Os

dados do espectro NIR correspondem ao modo de reflectancia.
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No modelo PCA, para as amostras de azeite comercial para o modo de
transmitancia (Figura 17), ocorreu a formagéao de trés grupos : G1 (amostras E , K, J
e L ) nas regides PC1<0 e PC2>0 ; G2 (amostras A, B, C e F ) nas regides PC1<0 e
PC2<0; e G3 (amostras | , H, G e D ) na regiao PC1>0. Destaca-se que as amostras
AOEYV para o modo transmitancia nas regides PC1 < 0 foram separadas em G1 e G2
a partir da PC2.

Para o modo reflectancia, (Figura 18), duas componentes também foram

responsaveis para a distingdo das amostras em dois principais grupos. Em PC1>0 as
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amostras B, F e L, em PC1< 0 destaca-se as amostras A, C, E, J e K, e PC2 >0 no

geral separou as amostras D, G, |, H das demais amostras.

Para ambos os modos transmitancia e reflectancia, apesar da menor variancia,
principalmente para transmitancia, a PC2 (0,44% e 10,74%, respectivamente), possui
as maiores contribuicdes no comportamento das amostras. Nesta PC , as regides de
1400-1500 nm e entre 1160 e 1300 nm, correspondem aos 6leos contendo uma maior
absorbancia de acidos graxos insaturados ( —vibragao de estiramento CH, o primeiro
sobretom de H20, o segundo sobretom da vibragdo CHdo _CH2, _ CHse _CH =
CH__).123.171

Os grupos G1 e G2, sdo as mesmas amostras separadas pela PC2 no modo
reflectdncia, e essas amostras apresentam valores semelhantes de extincédo
ultravioleta em 270 nm (Tabela 2S), com valores de 0,14 para o grupo G1 e 0,17-0,19
para o grupo G2. Essa analise esta relacionada a presencga de trienos conjugados e
produtos de oxidagao secundaria. As amostras foram agrupadas em G1 ou G2 devido
ao conteudo semelhante de trienos conjugados. Além disso, as semelhangas de
composi¢cao podem variar devido ao processo de fabricagdo ou regido geografica dos
azeites (Figura 17). Outro fator que pode ser levado em consideragdo que as
amostras D, G, H e | sdo amostras que em seus rétulos constam a presenca de 6leo

vegetal em sua composigao.
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Figura 17.Scores (a) e loadings (b) parcelas de PC1 versus PC2 para as 12 amostras

comerciais de azeite analisadas no modo de transmitancia do NIR portatil.
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Figura 18. Scores (a) e loadings (b) parcelas de PC1 versus PC2 para as 12 amostras

comerciais de azeite analisadas no modo de reflectancia do NIR portatil.

0015 - ‘

* "
001 - -
¥
N X
© 0005~ .
-
-
N A
Q
e o 8 :
c
=] % D
[} A <> ! r E
£ 0005 - o 9 ®r |
R s
c.% ®) -
|
-0.01 ®.
w A «
0015 | i I \ | |
-0.04 -0.03 -0.02 0.0 0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05
Scores on PC 1 (86.56)
0.3 T T T T T -
——Load on PC 1 (86.56)
|—Load on PC 2 (10.74)
0.2
< 01
18]
o
& o
-
©
o
|

01

-0.2

1 ! I ! L 1 1 J
900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700

-0.3!

Comprimento de onda (nm)

O modelo SIMCA de uma classe foi construido para distinguir o AOEV entre o
Oleo vegetal, as amostras adulteradas em diferentes porcentagens de AOEV /misturas
de dleo vegetal. O resultado do modelo construido € mostrado na Figura 19, onde as
amostras foram distribuidas de acordo com a distancia normalizada da classe alvo. O
modelo classificou corretamente as amostras AOEV e suas misturas como classe alvo
AOEV. Os dleos vegetais foram apresentados com valores de distancia normalizadas
mais elevadas. Da mesma forma, as amostras comerciais que continham no rétulo
informagdes sobre a mistura com diferentes porcentagens de 6leo de soja, foram

classificadas como ndo pertencentes a classe AOEV.
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Figura 19. Modelo SIMCA para amostras comerciais AOEV e marcas AOEV blends,
analisadas no modo de transmitéancia de NIR portatil versus classe de distancia

normalizada 1.
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O grafico contorno de erro foi feito com diferentes niveis de confianca (50%,
90%, 95% e 99%) € desenhado no grafico de pontuacdo ( Figura 20), baseado na
distdncia de Mahalanobis para cada limite. Em cada limite de confianca, envolve a
determinacao do limite em torno de um conjunto de amostras dentro das quais se
espera que caiam no grupo a respectiva porcentagem de amostras. Qualquer amostra
a uma distancia de Mahalanobis do centroide correspondente ao nivel de confianga (
a) tem 1 — achance de ser membro da classe. Existem quatro azeites extravirgens

comerciais fora desse limite, limite de confianga de 95%.

As amostras do in-group podem ser consideradas positivas ou verdadeiras
classe 1 (ou seja, classe AOEV), e outras sdo negativas ou verdadeiras nao classe 1
(Tabela11). Uma classe 1 verdadeira (49 amostras) sdo as amostras conhecidas
como pertencentes ao grupo e previstas como tal pelo modelo. Caso contrario, um
verdadeiro ndo classe 1 (8 amostras) é o inverso. Ndo ha amostras falsas positivas,
falsas negativas e ambiguas no modelo de classificagdo construido. Com duas

componentes principais € 97,04% de variancia explicada, a classificagao foi possivel
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com 100% de acuracia, sensibilidade e especificidade de 1,0, respectivamente, e taxa

de erro de 0%.

Figura 20. Scores o modelo SIMCA de uma classe (AOEV) para azeites extravirgens
comerciais, misturas AOEV e 6leos vegetais, analisados no modo de transmissao de
NIR portatil com regides de confianga em nivel de confianga de 50%, 90%, 95% e
99%.

0.08| © Azeite extravirgem |
©  Azeite ndo extravirgem

< 0.06F :
0.04
0.02

2 (10.36 %

0.02
0.04
0.06 |
0.08 | |

Scores on PC

-015 -01 -005 O 0.05 0.1 0.15
Scoreson PC 1 (86.68 %)



95

Tabela 11. Matriz de confusdo do SIMCA um modelo de classe para AOEV como
uma classe alvo.

Verdadeira Nao
COMPUTADOR Verdadeira L
Classe alvo1 Nao classe atribuido
PESSOAL classe 1

1
Conjunto de treinamento
Classe prevista 1 2 49
Previsto ndo classe 1 2 0
Validagao cruzada
Classe prevista 1 2 49 0 0
Previsto nado classe 1 2 0 7

A Figura 21 ilustra a projegédo das amostras de teste previstas no modelo com
um limite de confianga de 95%. A Figura 22 demonstra a distribuigdo das amostras e
a distancia da classe AOEV. O previsto para as misturas de soja (Erro! Fonte de r
eferéncia ndo encontrada.a) apresentou classificagdo ambigua (Tabela 12S) para a
mistura AOEV /soja na concentragao de 5 a 30% em peso. Concentragdes mais baixas
(1 e 3% em peso) de dleo de soja na mistura foram classificadas erroneamente como
membros da classe AOEV e exibidas no nivel de confianga (Tabela 11S, Figura 21a),
que esta de acordo com o LOD obtido nos modelos PLS. Para amostras de previsao
com mistura AOEV /6leo de milho, a concentragédo de 15 a 45% em peso obteve
classificagdo ambigua (Tabela 12S) e exibida mais proxima do limite de confianga
(Figura 21b). Da mesma forma, a uma concentracdo mais baixa de 6leo de milho (1
a 10% em peso), as amostras foram atribuidas a classe AOEV (Tabela 13S). O
mesmo comportamento foi observado na previsao da mistura AOEV /6leo de girassol
(Tabela 14S), com classificagdo ambigua (10 a 45% em peso) e atribuigao errénea (1
a 5% em peso) (Figura 21c¢). Finalmente, a predi¢ao da mistura de 6leo AOEV /canola
(Tabela 15S) apresentou classificagao ambigua para amostras de 20 a 55% em peso,
e a classificagéo incorreta (1 a 15% em peso) (Figura 21d).



Figura 21. Projecdo de amostras previstas do conjunto de teste em Scores PCA

um modelo SIMCA de uma classe (AOEV) com um nivel de confianga de 95%.
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Figura 22. Grafico normalizado da distribuicdo das amostras e a distancia da classe

AOEV e das amostras previstas de conjunto de teste com quatro misturas definidas:
a) AOEV/dleo de soja; b) AOEV/dleo de milho; c) AOEV/6leo de girassol; e, d) 6leo

AOEV/canola.
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identificacdo de adulteracdo com o

instrumento portatil, pode ser ambigua em caso de baixas concentragdes, 0 que

implica na necessidade de confirmagao técnica, como os modelos PLS com o objetivo

de quantificar esses valores e mesmo técnicas mais especificas. Ademais, a presenga

de analises qualitativas como estas, pode indicar suspeitas de adulteragcbes. No

entanto, € importante destacar que em todos os modelos, o AOEV, blendas e

amostras envelhecidas foram corretamente atribuidos a classe AOEV, embora dois

tenham ficado fora do nivel de confianga, demonstrando que nao ocorreu influéncia

no modelo com a variagdo do tempo de armazenamento.

4.3 CONCLUSAO
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O uso de um espectrdmetro portatil associado ao processamento de dados
multivariados € uma ferramenta confiavel para identificar, classificar e quantificar o

teor de 6leos vegetais em azeites extravirgens.

Modelos PLS de regressdo multivariada de ambos os modos de aquisigao
(refletancia e transmitancia) apresentaram valores de RMSEP variando de 1,72 a
4,65% em peso; e 0,45 a 1,86% em peso, respectivamente. O modo de aquisicéo de
transmiténcia € mais eficiente, apresentando valores de LOD mais baixos (0,30 -
0,54% em peso versus 1,03 -1,82% em peso). Os modelos apresentam uma boa
capacidade de prever a adulteracdo nas amostras de azeite comercial, quatro delas
foram previstas com 6leo vegetal em sua composicao. Os modelos de classificacao
de uma classe por NIR associados ao SIMCA podem identificar a adulteracdo com
baixa concentracdo de adigdo de Oleos vegetais e classificar com um nivel de

confianga de 95% nos casos de maior teor de adulterantes.
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5 APLICACAO 2

O artigo que sera apresentado esta publicado na revista Quimica Nova, volume

43, n° 7. Esta disponivel no link:

https://www.scielo.br/scielo.php?script=sci arttext&pid=S0100-
40422020000700891&Ing=pt&nrm=iso&ting=pt.

DETERMINAGAO DA AUTENTICIDADE DE AMOSTRAS DE AZEITE
COMERCIAIS APREENDIDAS NO ESTADO DO ESPIRITO SANTO USANDO UM
ESPECTROFOTOMETRO PORTATIL NA REGIAO DO NIR

RESUMO

Muitas técnicas instrumentais estdo sendo utilizadas para monitorar a qualidade dos
produtos alimenticios, com destaque para a espectroscopia no infravermelho préximo
(NIRS). Com o objetivo de determinar a autenticidade de 60 amostras de oleo
comercial apreendidas pela policia estadual do Espirito Santo, este trabalho utilizou
um espectrometro portatil na regido do NIR associado a ferramentas quimiométricas
como analise de componentes principais (PCA) e regressdo de minimos quadrados
parciais (PLS) para classificar e quantificar possiveis adulterantes presentes, como
Oleo de soja. Além disso, foram realizados testes fisico-quimicos (acidez, peroxido e
absorcédo ultravioleta) em amostras comerciais. O modelo de regressdo PLS
construido para quantificar o 6leo de soja apresentou coeficiente de determinagao
(R2) maior que 0,99, mostrando-se satisfatorio. Os resultados mostraram que todas
as amostras analisadas apresentaram alto teor de adulterante e ndo podem ser

classificadas como azeite virgem extra.

Keywords: NIR; quimiometria, azeite de oliva; éleo de soja.


https://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-40422020000700891&lng=pt&nrm=iso&tlng=pt
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5.1 METODOLOGIA

5.1.1 Amostras e Reagentes

Um total de 60 amostras de azeite comercial, das marcas Anna®, Fazenda
herdade®, Oliveiras do Conde®, Porto Galo® e Serra de Montejunto®, foram
fornecidas pela Policia Civil do Estado do Espirito Santo (PC-ES), provenientes de
uma operagao de busca e apreensdo, em diferentes estabelecimentos de coleta
(supermercados e atacados). Uma das marcas apreendidas amostras se apresenta
como AOEV e 6leo composto contendo uma mistura 51:49 m% AOEV:6leo de soja.
As demais marcas sdo identificadas como amostras de AOEV. As marcas foram
aletoriamente nomeadas de A — E conforme apresentado na Tabela 72 juntamente
com as informagdes descritas nos rétulos das mesmas. Além disso, para a elaboragao
do modelo PCA, outras amostras foram também estudadas como: amostras
comerciais de AOEV (marcas Santiago®; O-live® (esta utilizada como referéncia),
Midas®, Komili®, Cocinero®, Borges®, Nova oliva®, Ecolive® e Gallo®); e também o
Oleo vegetal de soja (da marca Liza®, Cargill agricolas S A, Mairinque, Brasil) e 6leos
compostos (Dom Joao® - 30 m% de AOEV; Maria® - 12 m% de AOEYV, Vittoria - 51
m% de AOEV; e Faisao® - 5 m% de AOEV).
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Tabela 12. Valores de acidez, peroxido e extingao especifica descritos nos rotulos das marcas analisadas, assim como quantidade

de amostras para cada marca.

Quantidade de

i Extingéo Extingéo especifica
Marca Acidez Peréxido . delta K
especifica a 270 a 232 amostras

A - (EV) <0,4% < 20 meq/kg 0,22 <25 < 0,01 14

B - (EV) <0,5% < 20 meq/kg 0,22 <25 <0,01 20
B - (51%) - - - - 3
C-(EV) <0,2% < 20 meq/kg 0,22 <25 < 0,01 5

D - (EV) <0,4% < 20 meq/kg 0,22 <25 < 0,01 6

E - (EV)

<0,2% < 20 meq/kg 0,22 <25 < 0,01 12
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Todos os reagentes utilizados (cloroférmio, éter etilico, ambos da marca
Hexis®, Indaiatuba, Brasil); alcool etilico, cicloexano, acido acético, iodeto de
potassio, fenolftaleina, e tiossulfato de sédio (Neon®, Suzano, Brasil) e hidroxido de

sodio (Dinédmica®, Indaiatuba, Brasil) possuiam grau analitico.

Para o desenvolvimento do método de quantificacdo de 6leo de soja em
amostras de AOEV, misturas binarias foram produzidas, cada concentracdo em
triplicata real, a partir da pesagem de uma massa total de 4 g de AOEV com dezenove
concentragcbes de oleo vegetal (0, 1, 3, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,
45;50;55;60;70;80;90 e 100m%).

5.1.2 Analises fisico-quimicas

5.1.2.1Acidez

Compreende-se o indice de acidez como um ensaio volumétrico para avaliar a
qualidade e a pureza de azeite. Com esse teste, é possivel avaliar se o azeite esteve
em contato com agua durante o processo de fabricagdo, uma vez que determina o
teor de acidos graxos livres resultantes de reacdes de hidrélise, por meio da
porcentagem de acido oleico. Dessa forma, quanto maior o indice de acidez, maior o
nivel de deterioragéo do azeite. '3 A legislagao determina um valor de acidez maximo
de 0,8 m% de acido oléico para AOEV.

Para a analise do indice de acidez das amostras de azeite comercial, a norma
do Instituto Adolfo Lutz foi utilizada como referéncia.'”* Assim, uma massa de 2
gramas de amostra foi pesada em um erlenmeyer de 125 mL, adicionando-se 25 mL
de solugao éter-alcool etilico (2:1) neutra e 3 gotas de fenolftaleina. Apés, a titulagao

foi efetuada com solugdo de NaOH 0,01M.

Todas as analises foram realizadas em triplicata, e os valores de acidez (% de
acido oléico) foram calculados de acordo com a Equacéao 1, onde V corresponde ao

volume de hidroxido de sddio gasto na titulagdo (L), C é a concentragcédo da solugéo
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de hidroxido de sédio (dado em mol L"), M é a massa molar do acido oleico (em g

mol-') e m corresponde a massa da amostra (em g).

VxCxM (1 )
10xm

acidez =

5.1.2.2 Perdxido

Determinado de acordo com o anexo Il do regulamento da Comissao Europeia
n° 2568 de 11 de julho de 1991,%? o indice de peroxido trata-se de um teste volumétrico
utilizado para determinar a oxidagao inicial, a rancidez e deterioragdo que pode ter
ocorrido nos antioxidantes naturais presentes no azeite. '7° A legislagdo estabelece

um limite de 20 meq/kg para AOEV.

Dessa forma, uma massa de 2,5 grama de cada amostra foi pesada em um
erlenmeyer de 250 mL, sendo essa dissolvida em 8 mL de cloroférmio, 12 mL de acido
acetico glacial e 0,5 mL de solugéo saturada de iodeto de potassio, e deixada por 1
minuto em repouso em ambiente isento de luz. Apds, foram adicionados 15 mL de
agua destilada e 0,5 mL de solugéo saturada de amido, utilizado como indicador para

posterior titulagao.

Em sequéncia, titulou-se com solugao de tiossulfato 0,01N, além de um ensaio
em branco, que consiste na titulagdo sem o analito. Com os dados obtidos nas

titulacbes em triplicata, o indice de perdxido foi calculado conforme a Equacéao 2.
indice de peroxido = (A — B)xNx1000/m (2)

Onde, A corresponde ao volume da solugao de tiossulfato de sédio (L) gasto
na titulagdo da amostra, B ao volume da solucao de tiossulfato de sodio gasto na
titulagdo do branco (L), N (m.Eg~"'L~") & normalidade da solug&o de tiossulfato de sédio

e m a massa da amostra (g).
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5.1.2.3 Absorbancia no Ultravioleta

A absorbancia no ultravioleta € um exame espectrofotométrico para avaliar a
qualidade do AOEV por informar sobre a identidade e estado de conservacédo do
mesmo, além de indicar possiveis alteragbes advindas do processamento. Foi
determinado segundo o anexo IX do regulamento da Comissao Europeia n° 2568 de
11 de julho de 1991.176

Assim, uma massa de aproximadamente 0,25 g de amostra foi dissolvida em
25 mL de cicloexano e, lidas as absorbancias em espectrofotdmetro UV/VIS de feixe
duplo modelo UV-vis Cary 60 da Agilent. Os coeficientes de extingao foram lidos nos

comprimentos de onda de 232 nm, 270 nm e AK foram calculados conforme a

Equacao 3.
A A A +A
K, 0= JZ K,s,= 432 AK=A270 - —266 " 274 > 274

(3)

K232 = Extingdo especifica a A= 232 nm;

K270 = Extingdo especifica a A= 270 nm;

AK = Extingao especifica no comprimento de onda para a maxima absorgao em torno
de 270 nm;

A270, A232, A266 € A274 S30 absorbancias, ¢ € a concentragdo do azeite em g/100 mL,

e | é o percurso o6ptico (=1 cm).

As absorbancias foram adquiridas nos comprimentos de 232 e 270 nm, por
decorréncia da presencga de sistemas dienos e trienos conjugados, os valores sao

datados em termos de extingdo especifica.38

5.1.2.4 Espectroscopia na regiao do infravermelho proximo (NIR)

A analise de espectroscopia de infravermelho foi realizada utilizando um
instrumento modelo miniatura MicroNIR ™ Pro 1700. Os dados foram obtidos do
software 3.0 da Viavi Solutions Inc. Os espectros foram adquiridos na faixa de 908-
1676 nm, com varredura de 100 espectros, um tempo de integragcdo de 8 ms,
aquisi¢édo de 125 pontos por varredura, e com uma resolugéo de 6,20 nm'0,
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As amostras foram analisadas a partir do acessério de transmitancia (Figura 23) e foi
utilizada uma cubeta de quartzo de 2 mL com um caminho 6ptico de 1 cm. A leitura

do espectro de referéncia é feita com a cubeta vazia.

Figura 23.Acessorio para analise de liquidos em cubeta acoplado ao MicroNIR.

5.1.2.5 Analise por Componentes Principais (PCA)

Ao todo, um de conjunto de 96 amostras de AOEV amostras foram analisadas,
e correspondem a 12 amostras de AOEV, quatro de 6leos compostos, uma de dleo
de soja e 19 das misturas preparadas de AOEV e 6leo vegetal e as 60 amostras,
correspondem as amostras apreendidas pela PC-ES. Para a construgdo dos modelos
PCA utilizou-se os espectros médios das ftriplicatas de cada amostra e todos os

calculos foram realizados usando o MATLAB Software 7.0 (R2013a).

Como os espectros NIR normalmente apresentam desvios na linha de base e
efeitos de espalhamento de luz%, os espectros foram tratados com o algoritmo de
Savitzky-Golay com primeira derivada, janela de sete pontos e polinémio de ajuste de

segunda ordem.'%4

Na construgéo dos modelos PCA os espectros foram centrados na média. Para
a PCA, os dados sao projetados em menores dimensdes, calculadas por combinagdes
lineares 6timas (componentes principais, PC), em particular, a partir dos valores de

absorbancia para cada comprimento de onda. As duas primeiras PC’s foram
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responsaveis pela maior variabilidade total dos dados originais e foram avaliados em
funcao do teor de adulteracao (6leo vegetal adicionado ao AOEV).
5.1.2.6 PLS

Modelos PLS foram construidos utilizando o MATLAB Software 7.0 (R2013a),
para a curva da mistura AOEV/dleo de soja no modo transmitancia. O PLS foi usado
para determinar o teor de 6leo de soja na mistura com AOEV, sendo utilizado o
procedimento de repeated double cross validation (RDCV)'5. O numero correto de
variaveis latentes foi determinado pelo procedimento k-fold, utilizando k igual a 4.
Durante o procedimento RDCV, aproximadamente 25% do total de amostras foi
separado em cada interagcdo. O erro quadrado médio de predicdo (RMSEP) foi

determinado conforme Equacéo 4.
RMSEP = (1/npred Y [(yi —y'i)] ~2) (4)

Onde npred é o numero de amostras utilizadas e y'i € o valor previsto pelos
modelos PLS (teor de o6leo vegetal em AOEV) do conjunto de dados de 19
concentragbes da mistura AOEV/6leo vegetal. Os valores de viés e R? foram

calculados utilizando as Equagdes 5 a 8.177:178
vies = Y _(i=1D"n#EW.i—- (y.i))/N (5)
RM2=1-Q8Wi—-y_i)"2)/QEyi—-y_i)"2) (6)
Em seguida, os valores de limite de deteccédo (LOD) foram calculados pelas
equacoes 7 e 8, respectivamente66:
LODmin = 3.3 [ SEN~2 var(x) + hOmin SEN~ 2 var(x) + hOmin SEN~2 var(ycal) ]"? (7)
e

LODimax= 3.3 [ SEN~2 var(x) + hOmax SEN~2 var(x) + hOmax SEN~2 var(ycal) ]2 (8)

A SEN é a sensibilidade, hOmin € hOmax S80 as alavancagens minima e maxima,
var(x) é a variancia dos sinais espectrais e var(ycal) é a variagao na concentragao das
amostras do conjunto de calibracdo. Em seguida, os valores de limite de quantificacao
(LOQ) foram calculados pelas equagdes 9 e 10, respectivamente:
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LOQrin= 10 [ SEN"2 var(x) + hOmin SEN2 var(x) + hOmn SEN~2 var(ycal) ]"2 (9)
e

LOQmax = 10 [ SEN~2 var(x) + hOmax SEN~2 var(x) + hOmax SEN~2 var(ycal) "2 (10)

5.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.2.1 Analises fisico-quimicas

De uma maneira geral, os resultados das analises fisico-quimicas das amostras
comerciais evidenciaram que para os testes de acidez e indice de perdxido todas as
amostras se apresentaram dentro da conformidade. No entanto, algumas amostras
demonstraram ndo conformidades mediante o teste de extincdo especifica, que

analisa comprimentos de onda no UV-VIS.

O resultado para o teste de acidez esta apresentado na Figura 24(a). Embora
todas as amostras apresentarem conformidade no que diz respeito ao limite
estabelecido para o indice de acidez (0,8% acido oleico), as quais apresentaram
valores de 0,13 - 0,36 m% acido oleico, algumas amostras das marcas C (C1, C3 e
C5)e E (E2, E6, E7, E9, E11 e E12) encontram-se acima do valor de acidez, 0,2 m%

acido oleico, descrito em seus rotulos.

No que tange a analise do indice de perdxido, os valores variaram de 1,44 —
13,33 meqg/kg. A legislagcado estabelece um limite de 20 meqg/kg para AOEV. Como
apresentado na Figura 24(b), os valores encontram-se dentro do estabelecido. Assim,
a presenga de peroxidos e outros compostos com semelhangas quimicas, resultantes
da oxidagdo dos acidos graxos insaturados s&o observadas em meq Og2/kg

(miliequivalente de oxigénio ativo por quilograma).
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Figura 24. Valores experimentais para as analises de (a) acidez e (b) peroxido
realizadas nas amostras apreendidas
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Em relagdo a analise da absorbancia no ultravioleta, os valores, como

apresentado na Figura 25, variaram de 0,396 — 2,649 para Kzro, 1,470 — 2,820 para

K232 e -1,894 — 0,498 para AK. Todas as amostras se encontram fora dos padrées
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estabelecidos tendo em vista, que segundo a legislagao referente ao AOEV, os limites

para os valores Ka27o, K232 € AK s&o de 0,22, 2,5 e 0,01, respectivamente.

A analise de absor¢ao no ultravioleta indica a presenca de trienos conjugados
e produtos de oxidagdo secundaria (270 nm) assim como a presenga de compostos

carboxilicos, dienos conjugados e hidroperédxidos de acido linoleico (232 nm). Um alto

valor de absorcdo nestes comprimentos de onda evidencia a presenga de oOleos
refinados, tendo em vista que o processo do refino é responsavel por formar, a partir

de acidos graxos insaturados, compostos dienos e trienos conjugados.?

Portanto, tanto para o teste de extincdo especifica como para os outros
parametros, o azeite s6 pode ser classificado como extravirgem quando este atender
a todos os limites de tolerancia de qualidade estabelecidos. Caso contrario, o azeite é
classificado como fora de tipo e ndo pode ser comercializado como sendo

extravirgem.®


https://www-sciencedirect.ez120.periodicos.capes.gov.br/topics/food-science/linoleic-acid
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Figura 25. Resultado das analises da absorbancia no ultravioleta, com os valores de

extingdo especifica nos comprimentos de onda de 270 e 232 nm assim como [K

calculado.
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Os valores detalhados dos resultados obtidos para as analises de acidez,

perdéxido e absorgéo no ultravioleta, também se encontram nas Tabelas 13-15.



Tabela 13.Valores experimentais para as analises de acidez realizadas nas amostras apreendidas.
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COD acidez (% acido oleico) COD acidez (% acido oleico) COD acidez (% acido oleico)
A1 0,193501723 B7 0,205525 C4 0,169
A2 0,166848517 B8 0,21332 C5 0,357
A3 0,241352675 B9 0,252906 D1 0,194
A4 0,139585545 B10 0,209601 D2 0,280
A5 0,203428229 B11 0,217515 D3 0,206
A6 0,162155407 B12 0,197251 D4 0,248
A7 0,207331135 B13 0,257355 D5 0,238
A8 0,157382648 B14 0,219405 D6 0,162
A9 0,157863184 B15 0,257432 E1 0,167
A10 0,13942953 B16 0,323532 E2 0,217
A11 0,16466056 B17 0,295609 E3 0,187
A12 0,206045633 B18 0,217071 E4 0,149
A13 0,216659351 B19 0,225593 E5 0,144
A14 0,148598608 B20 0,170912 E6 0,203
B1 0,167200387 B21 0,312964 E7 0,217
B2 0,194254234 B22 0,351228 E8 0,180
B3 0,135123693 B23 0,211434 E9 0,253
B4 0,175681468 C1 0,212 E10 0,161



BS
B6

0,157861096
0,252742282

C2
C3

0,176
0,289

E11
E12

0,243
0,211
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Tabela 14. Valores experimentais para as analises de peroxido realizadas nas
amostras apreendidas.

indice de perdéxido

indice de peréxido

indice de peréxido

CcOoD
(meq/kg ) (meq/kg) (meq/kg)
A1 6,849162 B7 3,366045 C4 10,34878
A2 1,443203 B8 7,214864 C5 4,923035
A3 11,63078 B9 2,525683 D1 6,471991
A4 6,483802 B10 6,93727 D2 7,563202
A5 2,161711 B11 4,429815 D3 5,767086
A6 4,665086 B12 3,938744 D4 3,94128
A7 9,499481 B13 3,119196 D5 3,249866
A8 5,414175 B14 8,300435 D6 10,43964
A9 5,157711 B15 2,885288 E1 3,478924
A10 5,124391 B16 5,266166 E2 5,178567
A11 5,158368 B17 5,039131 E3 3,930094
A12 3,003893 B18 2,160231 E4 3,961914
A13 3,59289 B19 3,600224 E5 3,125847
A14 4,198078 B20 13,32515 E6 9,023683
B1 4,676785 B21 4,554953 E7 6,840021
B2 9,723436 B22 8,359606 ES8 3,704838
B3 5,279216 B23 2,748518 E9 8,496981
B4 4,091146 C1 7,283187 E10 4,54262
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BS 3,246893 C2 4,910878 E11 8,163795

B6 4,635069 C3 4,670091 E12 4,92409




Tabela 15. Valores experimentais para as analises da absorbancia no ultravioleta realizadas nas amostras apreendidas.

COD k270 k232 k274 k266 AK COD k270 k232 k274 k266 AK
A1 2,268 2,736 1,115 2,09561 0,66208 B17 1,512 2,646 1,71 1,86001  -0,27347
A2 0,83 2,681 0,842 0,90221 -0,04248 B18 1,573 2,757 1,386 1,36759  0,19651
A3 2,649 2,774 2,418 2,42062 0,22986 B19 0,441 2,14 1,134 1,21311  -0,73193
A4 1,738 2,6 1,966 2,06938 -0,27965 B20 2,278 2,599 2,228 2,37219  -0,02179
A5 0,883 2,652 0,817 0,97886 -0,015 B21 1,764 2,589 1,693 1,83009 0,00299
A6 1,348 2,654 2,241 2,26619 -0,90556 B22 1,627 2,705 1,634 1,8767 -0,12875
A7 2,072 2,704 2,118 2,15408 -0,06414 B23 1,878 2,641 2,155 2,19703 -0,29811
A8 1,151 2,637 1,338 1,47087 -0,25346 C1 2411 2604 2,218 2,39286  0,10619
A9 0,613 1,867 1,687 2,41991 -1,4402 C2 1,931 2,82 2,271  2,46508 -0,43718
A10 1,968 2,625 2,009 2,01001 -0,04198 C3 0,987 2,528 1,432 1,5481 -0,50337
A1l 2181 2,729 1,855 1,87853 0,3138 C4 2,09 2,698 2,255 2,33185 -0,19898
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A12

A13

A14

B1

B2

B3

B4

BS

B6

B7

B8

B9

B10

1,075

2,636

0,396

1,704

1,939

1,876

2,176

2,091

0,945

1,268

1,48

1,056

0,64

2,726

2,757

2,335

2,677

2,727

2,626

2,715

2,698

2,559

2,666

2,627

2,572

2,596

0,893

2,403

2,252

1,521

1,922

1,833

2,054

1,916

0,952

1,187

1,721

1,701

1,677

1,01651

2,45203

2,32689

1,50755

1,88159

1,89729

2,01764

2,08928

1,02615

1,2773

2,18104

1,92606

1,88372

0,11978

0,20819

-1,89399

0,18952

0,03765

0,01084

0,14052

0,08787

-0,04343

0,03608

-0,47131

-0,75727

-1,14038

C5

D1

D2

D3

D4

D5

D6

E1

E2

E3

E4

ES

E6

0,869

1,434

1,262

0,908

1,063

1,923

1,04

1,413

1,612

1,323

2,539

1,966

2,474

2,554

2,676

2,219

2,603

2,546

2,706

2,071

2,546

2,743

2,747

2,748

2,539

2,648

0,845

1,155

1,355

1,369

1,373

1,2

2,425

2,384

2,368

2,349

2,327

2,276

0,95986

1,13706

1,26447

1,55916

1,53384

1,5093

1,29524

2,51415

2,54849

2,46075

247167

2,36932

2,36547

-0,0334

0,28779

0,06513

-0,54951

-0,38882

0,4822

-0,20801

-1,05668

-0,85415

-1,0909

0,12852

-0,3823

0,15317
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B11

B12

B13

B14

B15

B16

0,532

1,016

1,586

0,995

1,106

1,469

2,544

2,339

2,667

2,728

2,738

2,602

1,441

1,116

1,565

2,286

1,929

1,39

1,5579

1,54002

1,78518

2,31128

1,88903

1,95186

-0,96787

-0,31173

-0,08914

-1,30311

-0,80318

-0,20252

E7

E8

E9

E10

E11

E12

1,242

2,347

1,714

2,056

2,155

1,344

2,581

2,622

2,676

2,629

2,508

2,651

1,721

2,349

2,294

2,331

2,122

1,721

1,91736

2,41796

2,44237

2,44715

2,35854

1,91912

-0,57709

-0,03647

-0,65376

-0,33291

-0,08522

-0,47596
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5.2.2 Espectroscopia NIR portatil

A Figura 26 ilustra os espectros NIR brutos (Figura 26a) e ap6s a aplicagao da
primeira derivada (Figura 26b) para as amostras de azeite apreendidas, AOEV
comerciais, 6leos compostos e 6leo de soja. Note que, em geral, os espectros sao
bastante semelhantes, ndo sendo possivel uma diferenciagao visual do adulterante.
Logo, se faz necessario uma analise mais detalhada dos dados, usando os modelos

quimiométricos.

Figura 26.Espectros de infravermelho na regido do proximo para as amostras de

azeites apreendidas (a) brutos, e (b) tratados com a primeira derivada.
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No perfil espectroscopico, observa-se as principais bandas de absorgao
localizadas em duas regides: de 1100 a 1300 nm e 1350 a 1550 nm. A regiao de 1100
— 1300 nm é caracteristica do segundo sobretom de vibra¢des das ligagdes C-H,
referentes aos grupos funcionais -CH2, -CHz e -CH=CH-."7%.18 Essas bandas sdo
coerentes com a composi¢cao quimica formada por triacilglicerdis, acidos graxos, entre
outros. Em um estudo feito por Hourant et al. (2000)'"" em dleos e gordura, percebeu-
se que os 6leos os quais sdo ricos em acidos graxos insaturados, apresentaram uma
absorcdo mais evidente proximo a 1164 nm. Outro comprimento de onda
caracteristico de absor¢cao na regiao de 1180 nm esta relacionada com o grupo C-H
de acidos graxos puros contendo ligagdes duplas cis. A regido de 1390 — 1490 nm

esta relacionada a combinacgéo de vibracao de estiramento C-H."8
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Para identificar padrbes nas amostras, o modelo PCA foi construido, a partir
dos espectros NIR das amostras apreendidas juntamente com amostras de outros
AOEV comerciais, 6leos compostos e uma amostra de 6leo de soja (Figura 27a).
Pode-se observar que as duas primeiras componentes (98,89 % variancia explicada)
foram responsaveis para explicar os grupos formados, demonstrando grande
homogeneidade das amostras que foram apreendidas. As amostras de azeite
apreendidas se agrupam na regido de PC1>0, distantes das demais marcas
comerciais que sao classificadas como AOEV. Destaca-se também que a amostra de
Oleo de soja esta na mesma regidao da PC1>0. Isso indica semelhanga quimica entre
as amostras, onde o grafico de loadings (Figura 27b), evidencia a regido de 1100 a
1150 nm e 1200 a 1300 responsavel pela variancia dessas amostras (regides que

caracterizadas pelo segundo sobretom de vibrac¢des das ligagdes C-H).

Figura 27.Graficos de Scores para amostras de azeite apreendidas juntamente com
amostras de 6leo composto, AOEV comerciais e 6leo de soja, e os (b) loadings

referentes as PC’'s 1 e 2.
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Apos a observagao de padrdes no perfil quimico dos loadings da PCA das
amostras apreendidas, um modelo quantificagao foi construido para estimar o teor de

Oleo de soja nas amostras apreendidas.

Para isso, foram utilizadas 19 blendas de 6leo de soja em AOEV (com valores
de 0 a 100 m%), o modelo PLS construido com duas variaveis latentes (Figura 28)
apresentou um erro quadratico médio de previsdo (RMSEP) de 4,8 m% e um

coeficiente de determinagdo (R?) de 0.975, viés do modelo de 0,08 m% e valores de
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LOD e LOQ de 1,0 m% e 3,4 m% respectivamente (Figura 28.a). Os valores de
intervalo com 95% de confianga (IC95) das estimativas variam de 6,9 a 9,8 m%,
valores acima do LQ. Devido ao IC95 ser 6,9 m% para o ponto inicial da curva, este
modelo n&o se aplica para valores de adulteracédo abaixo de 7 m%. O valor de viés
apresentou ser ndo significativo no teste-t ao nivel de significancia de 5%. O valor de
R? mostra a uma boa relagéo dos valores estimados pelo PLS com os de referéncia.
A elipse de confianga contém o ponto ideal (1,0) confirmando a validade modelo é
valido (Figura 28.b).

Figura 28. (a) Graficos dos valores preditos e de referéncia de 6leo de soja na curva
de 0 a 100 m% em AOEV/éleo de soja com 95% de confianga. (b) elipse de confianga
EJCR.
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As amostras de azeite apreendidas foram aplicadas ao modelo de quantificagao
construido, onde que, a partir dos valores preditos (Tabela 76) observa-se que todas
as amostras apresentaram alto teor de dleo de soja presente. Entre as amostras,
apenas quatro (B1, B9, B13 e B16) foram quantificadas com menos de 100 m% de
Oleo de soja. O modelo PLS também foi aplicado para as amostras sendo conhecida
como azeite de oliva extravirgem AOEV (AZ) e 6leo de soja (OS), e os valores
encontrados foram 0,01% e 105,7 m% de éleo de soja, respectivamente. Os valores
estimados do teor de 6leo de soja acima de 100 m% estao dentro do intervalo de 95%
de confianga na estimativa (9,8 m% para 100% de 6leo de soja).

Tanto as analises fisico-quimicas quanto as espectroscépicas apontaram

adulteragdo nas amostras apreendidas. Apesar dos testes: acidez e indice de
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peroxido nao estarem relacionados com adulteragdo, estes evidenciaram que as
amostras possuiam boa qualidade, resultado esperado devido as amostras estarem
armazenadas a pouco tempo, ndo sofrendo alta exposicdo da luz, oxigénio ou
umidade. Por outro lado, os resultados das analises de absor¢do no ultravioleta
indicaram a presencga de 6leo refinado nas amostras analisadas. O que também é
observado através dos resultados da PCA, em que as amostras apreendidas se
agruparam préximas as amostras de oleo de soja (PC1>0) e da quantificagcéo, na qual

as amostras apresentaram alto teor desse adulterante.

Tabela 16. Valores de previsdo de 6leo de soja presente nas amostras de azeites

aprendidas pela PC-ES aplicado ao modelo PLS.

% de 6leo cOD % de dleo COD % de 6leo

cob prevista prevista prevista
A1 104,2 B8 102 D1 102,1
A2 105,8 B9 97,9 D2 101,7
A3 101,5 B10 100,5 D3 107
A4 104,8 B11 103,6 D4 107,6
A5 106,5 B12 103,5 D5 107,6
A6 103,7 B13 97,6 D6 101,5
A7 104,2 B14 101,6 E1 109,1
A8 100,9 B15 100,8 E2 102,5
A9 105,3 B16 98,5 E3 108,9
A10 104,1 B17 104,9 E4 109,2

A11 104,3 B18 103,5 ES 109,1



A12

A13

A14

B1

B2

B3

B4

BS

B6

B7

106,6

104,5

104,1

97,3

101,9

105,3

101,8

101,6

100,9

100,2

B19

B20

B21

B22

B23

C1

C2

C3

C4

C5

101,1

108,5

104,4

104,5

101,5

109,4

109,2

104,6

108,9

104,4

E6

E7

E8

E9

E10

E11

E12

AZ

0S

107,6

102,9

109,1

106,8

109,1

107,6

102,3

0,01

105,7
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Os resultados obtidos mostram que o MicroNIR, em conjunto com os modelos

quimiométricos (PCA e PLS), se mostrou uma ferramenta analitica eficaz na

determinacdo da autenticidade das amostras de azeite apreendidas. Através do

modelo PCA foi possivel identificar as amostras como sendo AOEV auténtico; AOEV

adulterado com 100% de 6leo de soja (amostras apreendidas); e 6leo composto

(misturas de AOEV com dleo de soja). A partir do modelo PLS foi possivel estimar o

teor de dleo de soja, encontrando valores de até 100 m %, na maior parte dos casos.

Comparando esses dados aos resultados das analises fisico-quimicas, todas as

amostras foram classificadas como sendo composta apenas de azeite extravirgem

podendo conter dleo vegetal adicionado as amostras, apresentando ndo conformidade

para a propriedade de extingao especifica.
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6 CONCLUSAO

Diante do trabalho realizado, torna-se possivel a utilizagao da espectroscopia
de infravermelho na regido do préximo, a partir de um micro espectrémetro portatil
combinado a analise de dados multivariados no controle de qualidade de azeite de

oliva extravirgem.

Os modelos de regressdo apresentam uma boa capacidade de prever a
adulteracao de 6leo vegetal em azeite de oliva. O modo de aquisicdo de transmitancia
€ mais eficiente quando comparado ao modo de reflectancia, apresentando valores
de LOD mais baixos (0,30 - 0,54% em massa versus 1,03 -1,82% em massa).
Possibilitando avaliar a autenticidade de amostras apreendidas pela policia Civil do

Espirito Santo.

Os modelos de classificagcao SIMCA podem identificar a adulteracdo em azeites
de oliva com adi¢ao de 6leos vegetais e classificar com um nivel de confianga de 95%

em maiores concentragdes.

A partir da aplicacao de analises de componentes principais em espectros NIR
de azeites, € possivel distinguir os azeites de oliva extravirgem de azeites de oliva

compostos e Oleos vegetais.

Portando, o uso do microNIR, como ferramenta facilitadora para o controle de
qualidade de azeite de oliva extravirgem se torna promissora, visto as inumeras
vantagens oferecidas ndo somente pela portabilidade da técnica de infravermelho

como também sua aplicagado quando associadas a quimiometria.
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ANEXO 1



Tabela 1S. Valores fisico-quimicos de acidez, indice de perdxido e valores de extingao
ultravioleta encontrados nos rétulos

Acidez (acido oleico, m%) Acidez (mg KOH &)
A 0.42 E 0.25 I 0.05 Oleo de soja 0.12
B 0.38 F 0.24 J 0.63 Oleo de 0.17
girassol
( 0.13 G 0.46 K 0.30 Oleo de canola 0.22
D 0.51 H 0.35 L 0.69 Oleo de milho 0.16
AOEV 0.32
(amostra
padrao)
indice de peréxido (meq &%)
A 12.33 E 7.50 | 1.59 Oleo de soja 2.77
B 6.37 F 5.56 J 8.32 Oleo de 14.75
girassol
C 5.93 G 1.58 K 6.30 Oleo de canola 11.36
D 6.72 H 3.16 L 7.13 Oleo de milho 0.79
AOEV 10.09

(amostra
padrao)

Absorgao ultravioleta K270 AK K232

AOEV 0.16 1.93 -0.02
(amostra
padrao)

A 0.18 2.33 -0.02

B 0.22 2.01 0.00

C 0.19 2.05 0.00

D 0.66 2.46 -1.81

E 0.14 1.92 -0.02

F 0.17 1.90 0.00

G 0.33 2.60 -2.10

H 0.70 2.53 -0.77

| 0.27 2.49 -0.84

J 0.20 2.02 -0.02

K 0.14 2.35 -0.11

L 0.14 1.98 -0.02




Tabela 2s. Informacgdes nutricionais dos rétulos das amostras comerciais de azeite de oliva.

Informagodes nutricionales — Tamanho da porg¢ado 13 ml ( 1 colher de sopa)

Calorias Proteina Carboidrato total Gordura Total Gordura saturada Gordura Trans
Marca - - - - - -
Quantidade %DV Quantidade %DV Quantidade %DV Quantidade %DV Quantidade %DV Quantidade %DV
por porgdo (*) por porgdo (*) por porgao (*) por porgdo (*) por porgdo (*) por porgdo (*)

Midas 117 kcal=491 | 6% 0Og 0% Og 0% 13g 24% 1,8g 8% Og (**)
(AOEV) kJ

Komili 106 kcal=447 | 5% Og 0% Og 0% 12g 20% 2,0g 10% Og (**)
(AOEV) kJ

Cozinheiro 108 kcal=454 5% Og 0% Og 0% 12 g 22% 2,2¢g 10% Og (**)
(AOEV) kJ

Andorinha 108 kcal=454 5% Og 0% Og 0% 12g 22% 19¢g 9% Og (**)
(AOEV) kJ

O-live 108 kcal=454 | 5% Og 0% Og 0% 12g 22% 1,9g 9% Og (**)
(AOEV) kJ

Borges 108 kcal=444 5% Og 0% Og 0% 12¢g 22% 19¢ 9% Og (**)
(AOEV) kJ

Nova Oliva 108 kcal=454 5% Og 0% Og 0% 12g 22% 19¢g 9% Og (**)
(AOEV) kJ

Ecolive 108 kcal=454 5% Og 0% Og 0% 12¢g 22% 19¢ 9% Og (**)
(AOEV) kJ

Dom Joao 108 kcal=454 5% Og 0% Og 0% 12¢g 22% 19¢g 9% Og (**)
(30%) k)

Maria (12%) 108 kcal=454 5% Og 0% Og 0% 12¢g 22% 19¢g 9% Og (**)
kJ

Vitéria 108 kcal=454 | 5% 0g 0% Og 0% 12g 22% 2,0g 8% 0g (**)
(51%) kJ

Faisdo (5%) | 108 kcal=454 | 5% 0g 0% Og 0% 12g 22% 1,9g 9% 0g (**)

k)




Tabela 3S. Informacgdes nutricionais dos rotulos das amostras comerciais de azeite de oliva

Informagdes nutricionales — Tamanho da por¢ao 13 ml ( 1 colher de sopa)

Marcas Gorduras monoinsaturadas Gorduras Poli-insaturadas Fibra Alimentar Sédio
Quantidade por por¢do | %DV (*) | Quantidade por porgdo | %DV (*) | Quantidade por por¢do | %DV (*) | Quantidade por porgdo | %DV (*)
Midas (AOEV) 10g (**) 10g (**) Og 0% 0mg 0%
Komili (AOEV) - - - - Og 0% 0mg 0%
Cozinheiro (AOEV) - - - - Og 0% 0mg 0%
Andorinha (AOEV) 93¢g (**) 08¢g (**) Og 0% 0mg 0%
O-live (AOEV) - - - - Og 0% 0mg 0%
Borges (AOEV) - - - - Og 0% 0mg 0%
Nova Oliva (AOEV) - - - - Og 0% 0mg 0%
Ecolive (AOEV) - - - - Og 0% 0mg 0%
Dom Jodo (30%) 37¢g (**) 6,4¢g (**) Og 0% 0mg 0%
Maria (12%) 37¢g (**) 6,4g (**) Og 0% 0mg 0%
Vitdria (51%) 93g (**) 08¢g (**) Og 0% 0mg 0%
Faisdo (5%) - - - - Og 0% 0mg 0%




Tabela 4s. Informagdes nutricionais dos rotulos das amostras de 6leos vegetais.

Informag6es nutricionais — Tamanho da por¢ao 13 ml ( 1 colher de sopa)

Marca Calorias Proteina Carboidrato total Gorduras Totais
Quantidade por por¢do %DV (*) Quantidade por por¢do %DV (*) | Quantidade por por¢gdo | %DV (*) | Quantidade por por¢do | %DV (*)

Liza (6leo de soja) 108 kcal=454 kI 5% Og 0% Og 0% 12g 22%
Vitaliv (oill

italiv (oi 108 kcal=454 kJ 5% og 0% og 0% 12¢g 22%
girassol)
Vitaliv (6l

italiv (Gleo de 108 kcal=454 k) 5% Og 0% Og 0% 12¢g 22%
canola)
Soja (6leo d

oja (Gleo de 108 kcal=454 k) 5% Og 0% Og 0% 12¢g 22%

milho)




Tabela 5s. Informacgdes nutricionais dos rotulos das amostras de 6leos vegetais.

InformagGes nutricionais - Porgdo de sizde 13 ml ( 1 colher de sopa)

Marca Gorduras Trans Gorduras monoinsaturadas Gorduras Poli-insaturadas Omega 9 (Acido Oleico)
Quantidade por porgdo %DV (*) Quantidade por porgdo %DV (*) Quantidade por porgao %DV (*) Quantidade por porgdo %DV (*)

Liza (6leo de soja) - (**) 29¢g (**) 71g (**) - -
Vitaliv (oill *x % "k
girassol) 048 (**) 508 (**) 568 (**)
Vitaliv (6leo de *x % "k *%
canola) O4eg (**) 738 (**) 318 (**) 72¢ (**)
Soja (6leo de 0g (%) 43¢ (**) 58g (**) - .

milho)




Tabela 6S Valores de adulteracdo de dleo de soja (m%) em amostras de AOEV

Massa médio do azeite (mg) Massa médio do 6leo vegetal (mg) Teor AOEV (m%) Teor de dleo vegetal (m%)
4001.9 0.0 100.0 0.0
3963.1 38.9 99.0 1.0
3880.9 123.2 96.9 3.1
3837.2 197.6 95.1 4.9
3597.6 404.2 89.9 10.1
3402.8 602.3 85.0 15.0
3201.3 802.3 80.0 20.0
3000.6 1002.5 75.0 25.0
2802.1 1202.5 70.0 30.0
2606.4 1401.9 65.0 35.0
24034 1602.9 60.0 40.0
2202.6 1796.5 55.1 44.9
2007.8 1997.5 50.1 49.9
1801.3 2198.7 45.0 55.0
1602.8 2403.0 40.0 60.0
1202.2 2801.4 30.0 70.0

804.4 3202.6 20.1 79.9
404.2 35953 10.1 89.9

0.0 4001.6 0.0 100.0




Tabela 7S. Valores de adulteracdo de 6leo de milho (m%) em amostras de AOEV

Massa médio do azeite (mg) Massa médio do 6leo vegetal (mg) Teor AOEV (m%) Teor de dleo vegetal (m%)
4001.5 0.0 100.0 0.0
3959.3 38.2 99.0 1.0
3876.9 121.3 97.0 3.0
3803.0 202.4 94.9 5.0
3603.0 397.9 90.0 10.0
3402.1 603.8 84.9 15.1
3203.1 802.0 80.0 20.0
29994 1004.2 74.9 25.1
2800.9 1199.9 70.0 30.0
2601.2 1399.7 65.0 35.0
2269.8 1600.2 58.7 41.3
2200.7 1799.3 55.0 45.0
2000.8 1999.2 50.0 50.0
1798.2 2199.8 45.0 55.0
1601.7 2399.3 40.0 60.0
1199.2 2798.4 30.0 70.0

797.1 3199.0 19.9 80.1
399.3 35994 10.0 90.0

0.0 4002.1 0.0 100.0




Tabela 8s. Valores de adulteracdo de dleo de girassol (m%) em amostras de AOEV

Massa médio do azeite (mg) Massa médio do déleo vegetal (mg) Teor AOEV (m%) Teor de dleo vegetal (m%)
4000.0 0.0 100.0 0
3961.7 40.4 99.0 1.0
3880.5 122.0 97.0 3.0
3801.0 200.6 95.0 5.0
3599.9 400.9 90.0 10.0
3400.2 600.1 85.0 15.0
3200.5 801.2 80.0 20.0
3000.0 999.3 75.0 25.0
2800.4 1202.0 70.0 30.0
2599.8 1399.1 65.0 35.0
2400.0 1600.5 60.0 40.0
2199.7 1800.4 55.0 45.0
2000.5 2002.5 50.0 50.0
1800.7 2200.3 45.0 55.0
1599.2 2400.2 40.0 60.0
1200.6 2801.0 30.0 70.0
800.2 3200.6 20.0 80.0
400.8 3599.5 10.0 90.0

0.0 3999.8 0.0 100.0




Tabela 9s. Valores de adulteracdo de 6leo de canola (m%) em amostras de AOEV

Massa médio do d6leo vegetal

Massa médio do azeite (mg) (mg) Teor AOEV (m%) Teor de dleo vegetal (m%)
4003.3 0.0 100.0 0
3960.7 36.3 99.1 0.9
3879.9 123.4 96.9 31
3802.5 200.9 95.0 5.0
3599.0 401.4 90.0 10.0
3402.2 599.7 85.0 15.0
3200.4 795.7 80.1 19.9
2998.1 994.9 75.1 24.9
2799.9 1199.6 70.0 30.0
2599.2 1402.3 65.0 35.0
23955 1595.3 60.0 40.0
2197.9 1798.9 55.0 45.0
2005.4 2003.5 50.0 50.0
1801.1 2201.8 45.0 55.0
1603.4 2397.7 40.1 59.9
1201.0 2800.6 30.0 70.0
797.8 3203.9 19.9 80.1
400.5 3596.6 10.0 90.0

0.0 4004.4 0.0 100.0




Tabela 10S. Massas de diferentes azeites em cada mistura para o modelo de classificacao

Nimero da

amostra Marcas Azeite | (mg) Azeite Il (mg) Massa total (mg)
1 Olive:Gallo 1004.0 2992.0 3996.0
2 Gallo:Andorinhas 1010.7 3022.0 4033.3
3 Andorinhas:Midas 1035.4 3020.9 4056.3
4 Midas:Cook 1006.1 2993.5 3999.6
5 Cozinheiro:Komilli 1090.3 3004.5 4094.8
6 Komilli:Borges 1129.9 3122.6 4252.5
7 Oliveira:Borges 1090.0 3070.0 4160.0
8 Olive:Komilli 1008.0 3044.1 4052.1
9 Azeitona:Cozinhe 1071.0 3075.2 4146.2
10 Oliveira:Midas 1144.0 3070.1 42141
11 Olive:Andorinhas 1055.0 2993.3 4048.3
12 Galo:Borges 1072.5 3091.0 4163.5
13 Gallo:Komilli 1030.9 3056.4 4087.3
14 Galo:Cozinhe 1108.8 3060.0 4168.8
15 Gallo:Midas 1026.6 2979.1 4005.7
16 Gallo:Azeitona 1001.0 2994.0 3995.0
17 Andorinhas:Gallo 992.9 3063.7 4056.6




18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40

Midas:Andorinhas
Cozinheiro:Midas
Komilli:Cook
Borges:Komilli
Borges:Azeitona
Komilli:Oliveira
Cozinheira:Azeitona
Midas:Azeitona
Andorinhas:Olive
Borges:Galo
Komilli:Gallo
Cozinheiro:Galo
Midas:Gallo
Olive:Gallo
Gallo:Andorinhas
Andorinhas:Midas
Midas:Cook
Cozinheiro:Komilli
Komilli:Borges
Oliveira:Borges

Gallo:Azeitona

Andorinhas:Cozinheiro

Midas:Gallo

1068.0
1118.1
10324
1036.7
1001.9
1002.2
1027.1
1050.2
1026.4
1022.4
1068.8
1129.3
1065.3
2059.9
21145
2114.8
2021.1
2083
2090.6
2054.9
2099.9
2029.2
2003.8

2987.4
3005.9
3036.0
3081.2
3085.0
3040.0
3060.0
3067.0
3036.0
3020.6
3014.4
3084.8
3021.0
23404
2051.4
2070.0
2070.1
2154.8
1986.5
2002.5
2068.7
2005.4
2104.2

4055.4
4124.0
4068.4
4117.9
4086.9
4042.2
4087.1
4117.2
4062.4
4043.0
4083.2
4214.1
4086.3
4400.3
4165.9
4184.8
4091.2
4237.8
4077.1
4057.4
4168.6
4034.6
4108.0







Tabela 11S. Coeficientes de correlagdo (Pearson) e p-valor de PLS previram Teor de dleo vegetal em conjunto de teste externo de azeite comercial

Coeficiente de correlagao

Oleo de soja Oleo de milho | Oleo de girassol | Oleo de canola
Oleo de soja 1 0.9990 0.4793 0.9999
Oleo de milho 0.9990 1 0.5054 0.9987
Oleo de girassol 0.4793 0.5054 1 0.4717
Oleo de canola 0.9999 0.9987 0.4717 1
p-valor

Oleo de soja

Oleo de milho

Oleo de girassol

Oleo de canola

Oleo de soja 1 <0.05 0.1149 <0.05
Oleo de milho <0.05 1 0.0937 <0.05
Oleo de girassol 0.1149 0.0937 1 0.1216
Oleo de canola <0.05 <0.05 0.1216 1




Tabela 12S. Resultados da classe de previsdao de um modelo SIMCA de uma classe do conjunto de teste externo 01 — amostras com dleo de soja

Ndmero da AtribuigGes previstas
amostra Classe real (Ratulo) Classe de adesdo 1 Classe sem adesdo 1 N&o é atribuido
1 AOEV (envelhecido) 1 0 0
2 AOEV (envelhecido) 1 0 0
3 AOEV (envelhecido) 1 0 0
4 AOEV (envelhecido) 1 0 0
5 AOEV (envelhecido) 1 0 0
6 AOEV (envelhecido) 1 0 0
7 AOEV (envelhecido) 1 0 0
8 Oleo de soja 0 1 0
9 Oleo de soja de 90 m% 0 1 0
10 Oleo de soja de 80 m% 0 1 0
11 Oleo de soja de 70 m% 0 1 0
12 Oleo de soja de 60 m% 0 1 0
13 Oleo de soja de 55 m% 0 1 0
14 Oleo de soja de 50 m% 0 1 0
15 Oleo de soja de 45% 0 1 0
16 Oleo de soja de 40 m% 0 1 0
17 35 m% é6leo de soja 0 1 0
18 Oleo de soja de 30 m% 1 1 0

para continuar...




Continuagao

Numero da 3 AtribuigGes previstas
amostra Classe real (Rotulo) Classe de adesdo 1 Classe sem adesdo 1 Nao é atribuido
19 Oleo de soja de 25 m% 1 1 0
20 Oleo de soja de 20 m% 1 1 0
21 15 m% oleo de soja 1 1 0
22 Oleo de soja de 10 m% 1 1 0
23 Oleo de soja de 05 m% 1 1 0
24 Oleo de soja 03 m% 1 0 0
25 Oleo de soja 01 m% 1 0 0
26 AOEV 1 0 0
27 AOEV 1 0 0
28 AOEV 1 0 0
29 AOEV (Blenda) 1 0 0
30 AOEV (Blenda) 1 0 0
31 AOEV (Blenda) 1 0 0
32 AOEV 1 0 0
33 AOEV (Blenda) 1 0 0




Tabela 13S. Resultados da classe de previsdo de um modelo SIMCA de uma classe do conjunto de teste externo 02 —amostras com 6leo de milho

Numero da Classe real (Rétulo) _ Atribuigoes prevista~s I
amostra Classe de adesdo 1 Classe sem adesdo 1 Nao é atribuido
1 AOEV (envelhecido) 1 0 0
2 AOEV (envelhecido) 1 0 0
3 AOEV (envelhecido) 1 0 0
4 AOEV (envelhecido) 1 0 0
5 AOEV (envelhecido) 1 0 0
6 AOEV (envelhecido) 1 0 0
7 AOEV (envelhecido) 1 0 0
8 AOEV 1 0 0
9 Oleo de milho 0 1 0
10 90 m% 6leo de milho 0 1 0
11 80 m% 6leo de milho 0 1 0
12 70 m% 6leo de milho 0 1 0
13 60 m% 6leo de milho 0 1 0
14 15 m% dleo de milho 1 1 0
15 20 m% 6leo de milho 1 1 0
16 25 m% 6leo de milho 1 1 0
17 30 m% 6leo de milho 1 1 0
18 35 m% 6leo de milho 1 1 0
19 40 m% oleo de milho 1 1 0

para continuar...




Continuagao

Ndmero da Atribuigdes previstas
amostra Classe real (Rotulo) Classe de adesdo 1 Classe sem adesdo 1 N&o é atribuido
20 45 m% o6leo de milho 1 1 0
21 50 m% 6leo de milho 0 1 0
22 55 m% o6leo de milho 0 1 0
23 10 m% dleo de milho 1 0 0
24 05 m% 6leo de milho 1 0 0
25 03 m% 6leo de milho 1 0 0
26 01 m% 6leo de milho 1 0 0
27 AOEV 1 0 0
28 AOEV 1 0 0
29 AOQEV (Blenda) 1 0 0
30 AOEV (Blenda) 1 0 0
31 AOQEV (Blenda) 1 0 0
32 AOEV 1 0 0
33 AOEV (Blenda) 1 0 0




Tabela 14S. Resultados da classe de previsdao de um modelo SIMCA de uma classe do conjunto de teste externo 03 —amostras com d6leo de girassol

Ndmero da i AtribuigGes previstas
amostra Classe real (Rotulo) Classe de adesdo 1 Classe sem adesdo 1 Nao é atribuido
1 AOEV (envelhecido) 1 0 0
2 AOEV (envelhecido) 1 0 0
3 AOEV (envelhecido) 1 0 0
4 AOEV (envelhecido) 1 0 0
5 AOEV (envelhecido) 1 0 0
6 AOEV (envelhecido) 1 0 0
7 AOEV (envelhecido) 1 0 0
8 AOEV 1 0 0
9 Oleo de girassol 0 1 0
10 Oleo de girassol de 90% 0 1 0
11 Oleo de girassol de 80% 0 1 0
12 Oleo de girassol de 70 m% 0 1 0
13 Oleo de girassol de 60% 0 1 0
14 Oleo de girassol de 50% 0 1 0
15 Oleo de girassol de 45% 1 1 0
16 Oleo de girassol de 40% 1 1 0
17 35 m% dleo de girassol 1 1 0
18 Oleo de girassol de 30% 1 1 0
19 55 m% dleo de girassol 0 1 0

para continuar...




Continuagao

Ndmero da i AtribuigGes previstas
amostra Classe real (Ratulo) Classe de adesdo 1 Classe sem adesdo 1 N&o é atribuido
20 Oleo de girassol de 25% 1 1 0
21 Oleo de girassol de 20 m% 1 1 0
22 Oleo de girassol de 15% 1 0 0
23 Oleo de girassol de 10% 1 1 0
24 Oleo de girassol de 05% 1 0 0
25 Oleo de girassol de 03 m% 1 0 0
26 Oleo de girassol de 01 m% 1 0 0
27 AOEV 1 0 0
28 AOEV 1 0 0
29 AOEV (Blenda) 1 0 0
30 AOEV (Blenda) 1 0 0
31 AOEV (Blenda) 1 0 0
32 AOEV 1 0 0
33 AOEV (Blenda) 1 0 0




Tabela 15S. Resultados da classe de previsdao de um modelo SIMCA de uma classe do conjunto de teste externo 04 — amostras com d6leo de canola

Ndmero da i AtribuigOes previstas
amostra Classe real (Rotulo) Classe de adesdo 1 Classe sem adesdo 1 Nao é atribuido
1 AOEV (envelhecido) 1 0 0
2 AOEV (envelhecido) 1 0 0
3 AOEV (envelhecido) 1 0 0
4 AOEV (envelhecido) 1 0 0
5 AOEV (envelhecido) 1 0 0
6 AOEV (envelhecido) 1 0 0
7 AOEV (envelhecido) 1 0 0
8 Oleo de canola 0 1 0
9 Oleo de canola de 90 m% 0 1 0
10 Oleo de canola de 80% 0 1 0
11 Oleo de canola de 70 m% 0 1 0
12 Oleo de canola de 60 m% 0 1 0
13 Oleo de canola de 55 m% 1 1 0
14 Oleo de canola de 50 m% 1 1 0
15 Oleo de canola de 45 m% 1 1 0
16 Oleo de canola de 40 m% 1 1 0
17 Oleo de canola de 35 m% 1 1 0
18 Oleo de canola de 30 m% 1 1 0
19 Oleo de canola de 25 m% 1 1 0

para continuar...




Continuagao

Ndmero da Classe real (Rétulo) AtribuigOes previstas
amostra Classe de adesao 1 Classe sem adesdo 1 N3do é atribuido
20 Oleo de canola de 20 m% 1 1 0
21 Oleo de canola de 15 m% 1 0 0
22 Oleo de canola de 10 m% 1 0 0
23 Oleo de canola 05 m% 1 0 0
24 Oleo de canola 03 m% 1 0 0
25 Oleo de canola 01 m% 1 0 0
26 AOEV 1 0 0
27 AOEV 1 0 0
28 AOEV (Blenda) 1 0 0
29 AOEV (Blenda) 1 0 0
30 AOEV (Blenda) 1 0 0
32 AOEV 1 0 0
33 AOEV (Blenda) 1 0 0
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