Quim. Nova, Vol. 43, No. 7, 891-900, 2020

http://dx.doi.org/10.21577/0100-4042.20170550

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

Priscilla C. Santos?®, Flavia Tosato®, Mirelly Cesconetto?, Thayna Corréa®, Francine D. Santos®, Valdemar Lacerda Jr.",
André A. Pires®, Araceli V. F. N. Ribeiro®, Paulo R. Filgueiras" e Wanderson Romao*"¢*

“Instituto Federal do Espirito Santo, 29106-010 Vila Velha — ES, Brasil

®Departamento de Quimica, Universidade Federal do Espirito Santo, 29075-910 Vitéria — ES, Brasil

Artigo

“Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia Forense (INCT), Vitéria — ES, Brasil

Recebido em 02/02/2020; aceito em 06/04/2020; publicado na web em 20/05/2020

DETERMINATION OF THE AUTHENTICITY OF COMMERCIAL OLIVE OIL SAMPLES SEIZED IN THE ESPIRITO SANTO
STATE USING A PORTABLE SPECTROPHOTOMETER IN THE NIR REGION. Many instrumental techniques are used to monitor
the quality of food products, highlighting near infrared spectroscopy (NIRS). In order to determine the authenticity of 60 commercial
oil samples seized by the Espirito Santo state police, this work used a portable spectrometer in the NIR region associated with
chemometric tools such as principal component analysis (PCA) and partial least squares regression (PLS) to classify and quantify
possible adulterants present such as soybean oil. In addition, physicochemical tests (acidity, peroxide and ultraviolet absorption) were
carried out on commercial samples. The PLS regression model built to quantify soybean oil showed a coefficient of determination
(R?) greater than 0.99, showing itself to be satisfactory. The results showed that all samples analyzed had a high content of adulterant

and cannot be classified as extra virgin olive oil.
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INTRODUCAO

A apreensao de produtos alimenticios com suspeita de falsificagdo
aumentou significativamente nos dltimos anos, em decorréncia do
crescente nimero de casos de adulterac@o de alimentos, acarretando
assim, em uma maior busca de controle e fiscalizagdo.'

A preocupagdo dos consumidores e 6rgaos fiscalizadores quanto
aadulteracdo e fraude alimentar € que estas, embora praticadas desde
0s tempos remotos, se tornaram mais aprimoradas € minuciosas nos
ultimos anos.? Devido a pouca possibilidade de descoberta, a fraude
de alimentos tornou-se um problema emergente que causa impactos
negativos, ndo s6 para a saide do consumidor, mas também por
acarretar prejuizos econdmicos, sociais e ambientais.*?

O Brasil € um dos maiores produtores de alimentos do mundo e
também encara a problematica da falsificacdo destes. Um exemplo
disso € a adulteracao do azeite de oliva extravirgem (AOEV), o qual
€ um produto com alto valor nutricional e econdmico que pode ser
modificado através da adigdo de dleos vegetais de menor valor co-
mercial, como o dleo de soja.°

Os 6rgdos nacionais que apresentam normas e diretrizes para o
controle de qualidade do AOEV sio a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitdria (ANVISA) e o Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (MAPA).”® Apenas no ano de 2019, o MAPA proibiu a
venda de mais de 30 marcas de AOEYV, sendo esse niimero aumentado
quando somados as apreensdes de anos anteriores.’ Isto implica em
vérios maleficios, haja vista que o Brasil € um grande importador
desse produto.'®

A ANVISA e o MAPA impdem a determinacdo de quatro
parametros fisico quimicos para o monitoramento das propriedades
fisico-quimicas do AOEV: acidez, indice de perdxido, absorbancia
no ultravioleta e analise sensorial. Porém, com o intuito de melhorar
a fiscalizacdo, varios métodos analiticos com maior sensibilidade e
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seletividade vém sendo utilizados na investiga¢do de adulteragdo
alimentar. Analisando na literatura, o nimero de artigos cientificos
publicados na tdltima década (2010-2020, Figura 1), € possivel
mostrar que as principais técnicas utilizadas na andlise e controle
de qualidade de alimentos s3o: a cromatografia liquida de alta efi-
ciéncia (CLAE),">* cromatografia gasosa (CG),** espectroscopia
na regido do ultravioleta (UV/VIS),?%- espectroscopia na regido
do infra vermelho préximo, near infrared spectroscopy (NIRS),*¢->*
espectroscopia na regido do infravermelho médio, mid infrared spec-
troscopy (MIRS),>>? espectroscopia Raman,**526374 ressonancia mag-
nética nuclear (RMN)*754¢ e narizes eletrénicos (electronic noses,
E-noses). 08791
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Figura 1. Niimero de trabalhos cientificos envolvendo técnicas analiticas na
andlise de alimentos entre os anos de 2010 - 2020

Lohumu et al., em 2015, enfatizaram que dentre as técnicas es-
pectroscopicas vibracionais (infravermelho proximo, infravermelho
médio, espectroscopia Raman e imagens hiperespectrais) a NIRS,
combinada com ferramentas quimiométricas, destaca-se no que diz
respeito a andlise de alimentos.”? A Tabela 1 apresenta importantes
aplicagdes, ao longo de varios anos, enfatizando o emprego da NIRS
com énfase no controle de qualidade de 6leos comestiveis.”> 1%
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A NIRS fornece informagdes espectrais baseadas em sobretons
e bandas de combinacio de grupos funcionais especificos.' Esses
espectros sdo gerados a partir das vibracdes de moléculas que pos-
suem fortes interagdes entre seus 4tomos, as quais possuem, em geral,
atomos de C, N e O ligados ao dtomo de H.!% Por esse motivo, a
NIRS € amplamente empregada na andlise de moléculas organicas
sendo capaz de fornecer ricas informagdes acerca da composicao de
um produto alimentar.'07-1%

No que tange a determinacdo de adulteracdo em amostras de
AOEY, a NIRS possui grande aplica¢do.'” As principais regides que
caracterizam o AOEV podem se encontrar nas faixas de 1140-1250 nm
e 1350-1500 nm devido a absorcdo de grupos funcionais de dcidos
graxos livres e moléculas insaturadas, os quais sdo abundantes em
6leos.!” Também foi relatado que compostos presentes no AOEV
como clorofila, carotendides e 4cido oleico absorvem na regido de 450
nm, 670 nm e 1725 nm,'"""''3 respectivamente. E possivel encontrar
diversos artigos na literatura relacionados ao uso da NIRS a qualidade
do azeite evidenciando a eficdcia dessa técnica.

Em 2016, Karunathilaka er al. utilizaram a NIR como uma ferra-
menta de triagem rdpida e direcionada para autenticidade de produtos
de AOEV obtendo como resultado uma diferenca significativa entre
os espectros do AOEV daqueles adulterados nos comprimentos de
5150 a 5350 cm™, viabilizando a utilizagdo da NIRS para este tipo
de andlise.""* Em 2018, Vanstone et al. desenvolveram um método
utilizando a NIRS associada a quimiometria, PCA (andlise de com-
ponentes principais), para detectar adulteragdo em AOEV com outros
tipos de 6leos comestiveis, sdo estes: 6leo de soja, milho, girassol e
canola; que ndo necessita de preparagdo de amostra e podendo ser
concluido em menos de 10 minutos. O estudo em questao determinou
as porcentagens mais baixas de deteccao para os adulterantes citados
anteriormente, obtendo como resultado porcentagens, em massa, de
aproximadamente 20% para 6leos de milho e girassol, 15% para leo
de soja e de 10% para 6leo de canola, apresentando bons limites de
detecg¢do para o método NIR.!'> Em 2018, Willenberg et al. desenvol-
veram modelos quimiométricos para predizer, através da NIRS, os
parametros fisico-quimicos como acidez, indice de peréxido, K,;, e
K., indice de p-Anisidin, pirofeofitina A e diacilglicerdis isoméricos,
associando esses pardmetros a andlise sensorial. Adicionalmente,
nesse estudo também foi possivel prever o grau de envelhecimento do
AOEV."¢ Além desses, em 2019, Yan, Stuijvenberg e Ruth, também
utilizaram a NIRS, a fim de classificar amostras AOEV em fung¢ao de
seus dados composicionais, utilizando agora um equipamento por-
tatil. Como resultado, o estudo revelou como promissor a utilizagdo
do NIR portdtil, uma vez que foi capaz de diferenciar 130 amostras
comerciais de azeites.'"”

Os equipamentos miniaturizados e portéteis estdo sendo desen-
volvidos para suprirem o custo elevado de manutencio, alta com-
plexidade e dificil operagdo que muitas técnicas analiticas possuem.
Exemplo disso € o micro espectrometro portdtil na regido do NIR
(MicroNIR). Esse possibilita uma andlise in loco sem destruicio da
amostra com custo e tempo reduzidos.!'®!"” O emprego da NIRS
portatil na andlise de alimentos ja tem mostrado muitos resultados
satisfatdrios, inclusive na andlise de 6leos. Em 2017, Basri et al.
utilizaram o MicroNIR na andlise de 6leo de palma com o objetivo
de diferenciar amostras puras de amostras adulteradas com banha de
porco, sendo que o modelo construido possibilitou a detec¢io do teor
deste adulterante abaixo de 0,5 wt%.'*" A qualidade do 6leo de palma
também foi avaliada por Kaufmann et al. em 2019, em que a acidez
foi determinada nas amostras utilizando a NIRS portdtil.’*! Oliveira
et al., em 2020, conseguiram determinar a autenticidade do colorau
em po adulterado com amido de batata, goma arabica e urucum uti-
lizando a NIRS portdtil.'”> Também utilizando essa técnica, Pan et
al., em 2015, avaliaram o teor de umidade, sélidos soldveis, sacarose
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assim como propriedades mecinicas em amostras de beterraba.'* A
NIRS portdtil também foi utilizada em estudos realizados em café,
leite e carne.'?*1%

No que tange a andlise de café, em 2018, Correia et al utilizou
a técnica NIR portétil a fim de avaliar a qualidade do café Ardbica
através da quantificacdo de adulteracdes. Para isso, foram produzidas
125 amostras contendo um total de treze concentragdes distintas de
adulterante, variando de 1 a 100 wt%.'** J4 para andlise de amostas
de leite, também em 2018, Liu et al. estudaram a evolug¢do da técnica
NIR portatil para autenticagio do leite organico comparando com o
NIR de bancada, avaliando 37 amostras de leites organicos de varejo.
Eles obtiveram um resultado semelhante entre as duas técnicas.' Ja
em 2020, Savoia et al. estudaram a qualidade da carne diretamente
do abatedouro utilizando o NIR portatil, analisando misculo bovino
e carcagas de touros jovens, obtendo resultados satisfatérios.'?

Assim como nos estudos apresentados, a NIRS portitil possui
grande utilidade no que diz respeito a avaliacdo da autenticidade
do AOEYV, pois este se trata de um produto que € alvo frequente de
adulteragdes e necessita de andlises rapidas, de baixo custo e confid-
veis. Entretanto, apesar da ampla aplicacdo, existem poucos relatos
na literatura do uso da NIRS portdtil para o emprego de amostras
comerciais que sao suspeitas de fraude. Por esse motivo, o presente
trabalho, em parceria com a Policia Civil do Estado do Espirito
Santo, utilizou o microNIR associado aos modelos quimiométricos
como PCA e PLS (regressdo por minimos quadrados parciais) a fim
de determinar a autenticidade de 60 amostras comerciais de AOEV
e predizer a quantidade de 6leo de soja presente nas mesmas. Nessas
amostras, foram também avaliados os parametros fisico-quimicos
como: acidez, indice de peréxido e absorbancia no ultravioleta.

METODOLOGIA
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®, provenientes de diferentes estabelecimentos de
coleta, foram fornecidos pela Policia Civil do Estado do Espirito
Santo (PC-ES). Para uma das marcas foram apreendidas amostras
do tipo AOEV e 6leo composto contendo uma mistura 51:49 wt%
AOEV:6leo de soja. Para as demais marcas foram apreendidas ape-
nas amostras de AOEV. As marcas foram aletoriamente nomeadas
de A — E conforme apresentado na Tabela 2 juntamente com as
informacdes descritas nos rétulos das mesmas. Além disso, para
a elaboracdo do modelo de classificagdo quimiométrico, outras
amostras foram também estudadas como: amostras comerciais de
AOEYV (marcas Olive®, Olisur®, Santiago®, Chile®; O-live® (referén-
cia), Midas®, Komili®, Cocinero®, Borges®, Nova oliva®, Ecolive®
e Gallo®); dleo vegetal de soja (da marca Liza®, Cargill agricolas
S A, Mairinque, Brasil) e 6leos compostos (Dom Jodo® - 30 wt%
de AOEV; Maria® - 12 wt% de AOEV, Vittoria - 51 wt% de AOEV,
e Faisdao® - 5 wt% de AOEV).

Todos os reagentes utilizados (cloroférmio, éter etilico, ambos
da marca Hexis®, Indaiatuba, Brasil); dlcool etilico, cicloexano,
dcido acético, iodeto de potdssio, fenolftaleina, e tiossulfato de sédio
(Neon®, Suzano, Brasil) e hidroxido de sédio (Dindmica®, Indaiatuba,
Brasil) possufam grau analitico.

Para o desenvolvimento do método de quantificacdo de dleo de
soja em amostras de AOEV, misturas bindrias foram produzidas,
cada concentrag@o em triplicata, a partir da pesagem de uma massa
total de 4 g de AOEV com 19 concentracdes de 6leo vegetal (0, 1, 3,
5,10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45; 50; 55; 60; 70; 80; 90 e 100 wt%).
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Tabela 1. Aplicacdes da NIRS na andlise e controle de qualidade de dleos relatadas na literatura.

Faixa/ regido Modelo quimiométrico

Ano Aplicagdo Instrumento utilizado Referéncia
espectral empregado

1994 Classificagdo de 6leos vegetais InfraAlyzer 500 1600 - 2200 nm PCA Sato”

1996 Deteccido de adulteracdo em AOEV NIRSystems 6500 1100 - 2498 nm PCA Wesley et al.**

1998 Avaliagdo da qualidade de 6leo e gordura de fritura FT-NIR universal 10000 - 4000 cm'! PLS Hein et al.”

spectrometer (NIRVIS)

2002 Deteccdo de adulteragdo em AOEV NIRSystems 6500 1100 - 2498 nm PLS Downey er al.*®

2005 Avaliagdo da qualidade de dleo de peixe NIRSystems 5000 1100 - 2500 nm PCA, PLS Cozzolino et al.”

2005 Avaliagdo da qualidade de 6leos comestiveis Nicolet 870 spectrometer 8000 - 4000 cm™! PCA, PLS Yang et al.*®

2008 Avaliagdo da qualidade de 6leos comestiveis Spectrum GX FT-NIR 6134 - 3068 cm™! PLS Pereira et al.

2013 Avaliagdo da qualidade de AOEV MPA FT-NIR 12500 - 4000 cm™! PLS Inerejos-Garcia
et al”

2017 Detecgao da quantidade de a-tocoferol e tocoferdis Luminar 5030 1100 - 2300 nm PCA, PLS Cayuela et al.'®

totais em AOEV
2018 Detecgdo de adulteragido em 6leo de gergelim Antaris II FT-NIR 10000 - 4500 cm'! PLS Chen et al.'"!
2018 Detecgdo de adulteragdo em 6leo de girassol FT-NIR Spectrometer - 833 - 2300 nm PLS Picouet et al.!”
MATRIX-F 144
2019 Detecgao de adulteragido em 6leo de argan AVS-USB 2000 1000-1700 nm PCA, PLS Farres et al.'®
2020 Avaliacdo da qualidade de AOEV Buchi 137 NIRFlex 10000 - 4000 cm™! PLS Mustorgi et al.'*™

N-500

Tabela 2. Valores de acidez, peréxido e extingdo especifica descritos nos rétulos das marcas analisadas, assim como quantidade de amostras para cada marca

Marca Acidez Peroxido Extingdo especifica a 270 Extingdo especifica a 232 delta K Quandidade de amostras
A - (EV) <0,4% <20 meq/kg <0,22 <25 <0,01 14
B-(EV) <0,5% <20 meqrkg <0,22 <25 <0,01 20
B-(51%) - - - - - 3
C—(EV) <0,2% <20 meq/kg <022 <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

Analises fisico-quimicas

Acidez

Compreende-se o indice de acidez como um ensaio volumétrico
para avaliar a qualidade e a pureza do azeite. Com esse teste, € possivel
avaliar se o azeite esteve em contato com dgua durante o processo
de fabricacdo, uma vez que determina o teor de dcidos graxos livres
resultantes de reagdes de hidrélise, por meio da porcentagem de dcido
oleico. Dessa forma, quanto maior o indice de acidez, maior o nivel
de deterioragdo do azeite.'?"!? A legislagdo determina um valor de
acidez méaximo de 0,8 wt% de 4cido oleico para AOEV.

Para a andlise do indice de acidez das amostras de azeite comer-
cial, a norma do Instituto Adolfo Lutz foi utilizada como referén-
cia.'” Assim, uma massa de 2 gramas de amostra foi pesada em um
erlenmeyer de 125 mL, adicionando-se 25 mL de solugo éter-4lcool
etilico (2:1) neutra e 3 gotas de fenolftaleina. Apds, a titulagio foi
efetuada com solu¢do de NaOH 0,01 mol L.

Todas as andlises foram realizadas em triplicata, e os valores
de acidez (% de acido oleico) foram calculados de acordo com a
Equacdo 1, onde V corresponde ao volume de hidréxido de sédio
gasto na titulagdo (L), C € a concentracdo da solucdo de hidréxido
de sédio (dado em mol L"), M € a massa molar do dcido oleico (em
g mol!) e m corresponde a massa da amostra (em g).

VxCxM

acidez = ——— 1
“ 10 xm )

Peroxido

Determinado de acordo com o anexo III do regulamento da
Comissdo Europeia n° 2568 de 11 de julho de 1991," o indice de
perdxido trata-se de um teste volumétrico utilizado para determinar a
oxidacdo inicial, a rancidez e deteriora¢ao que pode ter ocorrido nos
antioxidantes naturais presentes no azeite."3! A legislagio estabelece
um limite de 20 meq/kg para AOEV.

Dessa forma, uma massa de 2,5 g de cada amostra foi pesada
em um erlenmeyer de 250 mL, sendo essa dissolvida em 8 mL de
cloroférmio, 12 mL de 4cido acético glacial e 0,5 mL de solu¢do
saturada de iodeto de potdssio, e deixada por 1 minuto em repouso
em ambiente isento de luz. Apés, foram adicionados 15 mL de dgua
destilada e 0,5 mL de solugdo saturada de amido, utilizado como
indicador para posterior titulagao.

Em sequéncia, titulou-se com solugao de tiossulfato 0,01 N, além
de um ensaio em branco, que consiste na titulacao sem o analito. Com
os dados obtidos nas titulagdes em triplicata, o indice de peréxido foi
calculado conforme a Equagéo 2.

(4—-B) x N x1000
m

indice de peroxido = 2)
em que, A corresponde ao volume da solu¢do de tiossulfato de
sodio (L) gasto na titulacdo da amostra, B ao volume da solu-
¢do de tiossulfato de sédio gasto na titulagdo do branco (L),
N (m E g' L") a normalidade da solug@o de tiossulfato de sddio e
m a massa da amostra (g).
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Absorbancia no Ultravioleta

A absorbancia no ultravioleta € um exame espectrofotométrico
para avaliar a qualidade do AOEV por informar sobre a identida-
de e estado de conserva¢do do mesmo, além de indicar possiveis
alteragdes advindas do processamento. Foi determinado segundo
o anexo IX do regulamento da Comissdo Europeia n° 2568 de 11
de julho de 1991.1%2

Assim, uma massa de aproximadamente 0,25 g de amostra foi
dissolvida em 25 mL de cicloexano e foram lidas as absorbancias
em espectrofotdmetro UV/VIS de feixe duplo modelo UV-vis Cary
60 da Agilent. Os coeficientes de extin¢ao foram lidos nos compri-
mentos de onda de 232 nm, 270 nm e AK foram calculados conforme
a Equacdo 3.

A270 K A232

Komo = _ Asgs + Arza
270 =—" M=
cl cl

AKazs = Az70 — 5 (3)
K3, = Extingdo especifica a A = 232 nm; K,,, = Extin¢do especifica
a A =270 nm; AK = Extingdo especifica no comprimento de onda
para a maxima absor¢do em torno de 270 nm; Ay, Ay, Asgs € Asyy
sdo absorvancias, ¢ € a concentragio do azeite em g/100 mL, e /€ o
percurso 6ptico (= 1 cm).

As absorbancias foram adquiridas nos comprimentos de 232 ¢ 270
nm, por decorréncia da presenca de sistemas dienos e trienos conju-
gados, e os valores sdo datados em termos de extin¢do especifica.'!

Espectroscopia na regiao do infravermelho proximo (NIR)

A andlise de espectroscopia de infravermelho foi realizada uti-
lizando 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 integracdo de 8 ms, aquisi¢ao de 125
pontos por varredura, e com uma resolucéo de 6,20 nm.'3

As amostras foram analisadas a partir do acessorio de transmi-
tancia (Figura 2) 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 2. Acessorio para andlise de liquidos em cubeta acoplado ao MicroNIR
Analise por Componentes Principais (PCA)

Ao todo, 92 amostras foram analisadas em triplicata e para a
constru¢do dos modelos utilizou-se o espectro médio. 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 polindmio de ajuste de segunda ordem.'** Na constru¢go dos
modelos PCA e PLS os espectros ainda foram centrados na média.
O conjunto de 92 amostras correspondem a 12 amostras de AOEV, 6
de éleos compostos, 1 de 6leo de soja e 19 das misturas preparadas
de AOEV e 6leo vegetal. As outras 60 amostras correspondem as
amostras apreendidas pela PC-ES.
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Na PCA, os dados sdo projetados em menores dimensdes,
calculadas por combinacdes lineares (componentes principais,
PC), em particular, a partir dos valores de absorbancia para cada
comprimento de onda. As duas primeiras PC’s foram responsaveis
pela maior variabilidade total dos dados originais e foram ava-
liados em funcéo do teor de adulteracio (6leo vegetal adicionado
ao AOEV).

PLS

Modelos PLS foram construidos para a curva da mistura AOEV/
6leo de soja no modo transmitancia. O PLS foi usado para determi-
nar o teor de 6leo de soja na mistura com AOEV, sendo utilizado o
procedimento de repeated double cross validation (RDCV).'% O
nlimero correto de varidveis latentes foi determinado pelo procedi-
mento k-fold, utilizando k igual a 5. Durante o procedimento RDCYV,
aproximadamente 25% do total de amostras foram separadas em cada
interacdo. Em cada interacdo foi tomado o cuidado para que todas as
réplicas de uma amostra ficassem no mesmo conjunto, seja calibra-
¢do ou validagdo. O erro quadrado médio de predi¢ao (RMSEP) foi
determinado conforme Equagao 4.

1 ~\2
RMSEP = | —— [ — yi
S. /npred > (yi-pi) “)

Em que npred é o nimero de amostras utilizadas e yi € o valor
previsto pelo modelos PLS (teor de 6leo vegetal em AOEV) do con-
junto de dados de 19 concentra¢des da mistura AOEV/dleo vegetal.
Os valores de viés, R%, LD e LQ foram calculados utilizando as
Equagdes 5 a 8.13137

Lo . yi_j}i
vies —;7]\[ (5)
AN2
R =1772(y’_):‘)2 )
z(yi_yi)
LD=3,30_||b,|| @)
LO=100,]ib|| ®)

em que b, € o coeficiente de regressdo do modelo PLS para k-variavel
com base no modelo de regressio e J, corresponde a estimativa do
ruido instrumental, determinado como a varidncia média da matriz
de residuos instrumental.'*

RESULTADOS E DISCUSSAO
Analises fisico-quimicas

De uma maneira geral, os resultados das andlises fisico-quimicas
das amostras comerciais evidenciaram que para os testes de acidez
e indice de peréxido todas as amostras se apresentaram dentro da
conformidade. No entanto, algumas amostras demonstraram nao
conformidades mediante o teste de extincdo especifica, que analisa
comprimentos de onda no UV-VIS.

O resultado para o teste de acidez estd apresentado na Figura 3(a).
Embora todas as amostras apresentassem conformidade no que diz
respeito ao limite estabelecido para o indice de acidez (0,8% écido
oleico), as quais apresentaram valores de 0,13 - 0,36 wt% 4cido oleico,
algumas amostras das marcas C (C1, C3 e C5) e E (E2, E6, E7, E9,
E11 e E12) encontraram-se acima do valor de acidez, 0,2 wt% acido
oleico, descrito em seus rétulos.
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No que tange a andlise do indice de perdxido, os valores va-
riaram de 1,44 — 13,33 meq/kg. A legislacdo estabelece um limite
de 20 meq/kg para AOEV. Como apresentado na Figura 3(b), os
valores encontram-se dentro do estabelecido. Assim, a presenga de
perdxidos e outros compostos com semelhancas quimicas, resultan-
tes da oxidagdo dos acidos graxos insaturados sdo observadas em
meq O,/kg (miliequivalente de oxigénio ativo por quilograma).

Em relacdo a andlise da absorbancia no ultravioleta, os valores,
como apresentado na Figura 4, variaram de 0,396 — 2,649 para K,
1,470 — 2,820 para K,;, e -1,894 — 0,498 para AK. Todas as amostras
se encontram fora dos padrdes estabelecidos, tendo em vista, que
segundo a legislagdo referente ao AOEYV, os limites para os valores
Ky, Kssp € AK sd0 de 0,22, 2,5 e 0,01, respectivamente.

A andlise de absorcdo no ultravioleta indica a presencga de trienos
conjugados e produtos de oxidagdo secunddria (270 nm) assim como
apresenca de compostos carboxilicos, dienos conjugados e hidroperé-
xidos de 4cido linoleico (232 nm). Um alto valor de absor¢@o nesses
comprimentos de onda evidencia a presenca de dleos refinados, tendo
em vista que o processo do refino € responsavel por formar, a partir de
dcidos graxos insaturados, compostos dienos e trienos conjugados.'*

Portanto, tanto para o teste de extin¢io especifica como para os
outros parametros, o azeite s6 pode ser classificado como extra virgem
quando este atender a todos os limites de tolerancia de qualidade
estabelecidos. Caso contrario, o azeite € classificado como fora de
tipo e ndo pode ser comercializado como sendo extra virgem.®

Os valores detalhados dos resultados obtidos para as andlises de
acidez, perdxido e absor¢do no ultravioleta, também se encontram
nas Tabelas 1S-3S, disponiveis no material suplementar.

Espectroscopia NIR portatil

A Figura 5 traz os espectros NIR brutos (Figura 5a) e apés a
aplica¢do da primeira derivada (Figura Sb) para as amostras de azeite

a)

Acidez
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apreendidas, AOEV comerciais, 6leos compostos e dleo de soja. Note
que, em geral, os espectros sdo bastante semelhantes, ndo sendo pos-
sivel uma diferenciagdo visual do adulterante. Por isso, aplicam-se
modelos quimiométricos, para a maximizacdo das diferencas que
possibilitem a identificacdo de padrdes na identidade quimica das
diferentes matrizes.

No perfil espectroscépico, observa-se as principais bandas de
absorg¢do localizadas em duas regides: de 1100 a 1300 nm e 1350 a
1550 nm. A regido de 1100 — 1300 nm € caracteristica do segundo
sobretom de vibracdes das ligacdes C-H, referentes aos grupos funcio-
nais -CH,, -CH, e -CH=CH-."** Essas bandas s@o coerentes com a
composicao quimica formada por triacilglicerdis, acidos graxos, entre
outros. Em um estudo feito por Hourant et al. em 6leos e gordura,
percebeu-se que os dleos ricos em dcidos graxos insaturados apre-
sentaram uma absorc¢io mais evidente proximo a 1164 nm. Também
foi relatado que a absor¢ao na regido de 1180 estd relacionada com o
grupo C-H de dcidos graxos puros contendo ligagdes duplas cis.'*! A
regido de 1390 — 1490 nm esta relacionada a combinagio de vibragao
de estiramento C-H.'*

Para identificar padrdes nas amostras, o modelo PCA foi cons-
truido, a partir dos espectros NIR das amostras apreendidas junta-
mente com amostras de outros AOEV comerciais, 6leos compostos
e uma amostra de 6leo de soja (Figura 6a). Podemos observar que
as amostras de azeite apreendidas se agrupam na regido de PC1>0,
distantes das demais marcas comerciais que sdo classificadas como
AOQEV. Destaca-se também que a amostra de 6leo de soja estd na
mesma regido da PC1>0. Isso indica semelhanca quimica entre as
amostras, onde o grafico de loadings (Figura 6b) evidencia a regido
de 1100 a 1150 nm e 1200 a 1300 responsével pela variancia dessas
amostras (regides que caracterizadas pelo segundo sobretom de
vibragdes das ligacdes C-H).

Ap0s a observacdo de padrdes no perfil quimico dos loadings
da PCA das amostras apreendidas, o modelo de regressdo PLS foi
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Figura 3. Valores experimentais para as andlises de (a) acidez e (b) peroxido realizadas nas amostras apreendidas
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Figura 4. Resultado das andlises da absorbancia no ultravioleta, com os valores de extingdo especifica nos comprimentos de onda de 270 e 232 nm assim
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Figura 5. Espectros de infravermelho na regido do proximo para as amostras de azeites apreendidas (a) brutos, e (b) tratados com a primeira derivada

construido para estimar o teor de 6leo de soja nas amostras apreendi- de previsao (RMSEP) de 4,8 wt% e um coeficiente de determinagio
das. Para isso, foram utilizadas 19 blendas de 6leo de sojaem AOEV (R?) de 0.975, viés do modelo de 0,08 wt% e valores de LD e LQ
(com valores de 0 a 100 wt%), o modelo PLS construido com duas de 1,0 wt% e 3,4 wt% respectivamente (Figura 7a). Os valores de

varidveis latentes (Figura 7) apresentou um erro quadratico médio intervalo com 95% de confianca (IC95) das estimativas variam de
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Figura 6. Grdficos de Scores para amostras de azeite apreendidas juntamente com amostras de oleo composto, AOEV comerciais e dleo de soja, e os (b)

loadings referentes as PC’s 1 e 2

6,9 a 9,8 wt%, valores acima do LQ. Devido ao IC95 ser 6,9 wt%
para o ponto inicial da curva, este modelo nao se aplica para valores
de adulteragdo abaixo de 7 wt%. O valor de viés apresentou ser ndo
significativo no teste-t ao nivel de significAncia de 5%. O valor de
R? mostra uma boa relagdo dos valores estimados pelo PLS com
os de referéncia. A elipse de confianca contém o ponto ideal (1,0)
confirmando a validade modelo € vélido (Figura 7b).

As amostras de azeite apreendidas foram aplicadas ao modelo
de quantificagdo construido, sendo que, a partir dos valores preditos
(Tabela 3), observa-se que todas as amostras apresentaram alto teor
de 6leo de soja presente. Entre as amostras, apenas quatro (B1, B9,
B13 e B16) foram quantificadas com menos de 100 wt% de 6leo de
soja. O modelo PLS também foi aplicado para as amostras de AOEV
(AZ) e dleo de soja (OS), e os valores encontrados foram 0,01% e
105,7 wt% de 6leo de soja, respectivamente. Os valores estimados do
teor de dleo de soja acima de 100 wt% estdo dentro do intervalo de
95% de confianga na estimativa (9,8 wt% para 100% de 6leo de soja).

Tanto as andlises fisico-quimicas quanto as espectroscépicas
apontaram adulteracdo nas amostras apreendidas. Apesar dos tes-
tes de acidez e indice de perdxido ndo estarem relacionados com
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adulteracdo, estes evidenciaram que as amostras possuiam boa qua-
lidade, resultado esperado devido as amostras estarem armazenadas
ha pouco tempo, ndo sofrendo alta exposicdo da luz, oxigénio ou
umidade. Por outro lado, os resultados das andlises de absor¢iao no
ultravioleta indicaram a presenca de 6leo refinado nas amostras anali-
sadas, o que também € observado através dos resultados da PCA, em
que as amostras apreendidas se agruparam com as amostras de 6leo
de soja (PC1>0) e da quantificagio, na qual as amostras apresentaram
alto teor desse adulterante.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos mostram que o MicroNIR, em conjunto com
os modelos quimiométricos (PCA e PLS), mostrou-se uma ferramenta
analitica eficaz na determinagdo 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 6leo de soja). A partir do modelo PLS quantificou-
-se o teor de dleo de soja, encontrando valores de até 100 wt%, na
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Figura 7. (a) Grdficos dos valores preditos e de referéncia de 6leo de soja na curva de 40 a 100 wt% em AOEV/6leo de soja com 95% de confiancga. (b) elipse

de confiangca EJCR
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Tabela 3. Valores de previsdo de dleo de soja presente nas amostras de azeites
aprendidas pela PC-ES aplicado ao modelo PLS

i Sl oy
Al 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
AS 106,5 BI2 103,5 D5 107,6
A6 103,7 B13 97,6 D6 101,5
A7 104,2 B14 101,6 El 109,1
A8 100,9 BIS 100,8 E2 102,5
A9 105,3 B16 98,5 E3 108,9
A10 104,1 B17 104,9 E4 109,2
All 104,3 BI18 103,5 E5 109,1
Al2 106,6 B19 101,1 E6 107,6
Al3 104,5 B20 108,5 E7 102,9
Al4 104,1 B21 104.4 E8 109,1
Bl 97,3 B22 104,5 E9 106,8
B2 101,9 B23 101,5 E10 109,1
B3 105.3 Cl 109.4 Ell 107,6
B4 101,8 c2 109,2 E12 102,3
BS5 101,6 Cc3 104,6 AZ 0,01
B6 100,9 C4 108,9 (O] 105,7
B7 100,2 (6] 104.4

maior parte dos casos. Comparando esses dados aos resultados das
andlises fisico-quimicas, todas as amostras foram classificadas como
nio sendo de dleo extra virgem, apresentando niao conformidade para
a propriedade de extingdo especifica.
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