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RESUMO

A preocupagdo com a salde leva muitos consumidores, especialmente diabéticos e portadores
de outras comorbidades, a substituir o agucar por edulcorantes naturais. Entre estes destacam-
se stévia e os polidis xilitol e eritritol pelos seus beneficios tais como, propriedades
cariostaticas, prolongamento de saciedade e acdo antioxidante. Diante da alta demanda e alto
valor agregado, esses produtos podem ser alvo de adulteracdo, com adicdo indevida de
substancias de baixo custo como os edulcorantes sintéticos. Nesse sentido, esse trabalho tem
como objetivo a identificacdo de autenticidade dos edulcorantes naturais comerciais
utilizando espectroscopia de infravermelho médio e proximo combinada a um modelo de
classificacdo one class DD-SIMCA. O modelo DD-SIMCA foi construido com amostras
comerciais das principais marcas encontradas no mercado da regido de Brasilia e Goias e
amostras virtuais/simuladas, empregadas a fim de aumentar a representatividade do conjunto
de treinamento. O uso de amostras virtuais e a selecdo espectral adequada contribuiram para
um modelo capaz de classificar corretamente grande parte das amostras de validacdo
(edulcorantes naturais), contendo entre outras, misturas adulteradas com sacarose,
acessulfame-K, sacarina e diéxido de silicio. Para o xilitol o modelo alcancou taxas de
eficiéncia (TEF) de 97,5% no NIR e 94,5% no MIR, com o eritritol obteve-se TEFs de 95,9%
no NIR e 98,0% no MIR. As taxas de eficiéncia para o edulcorante stévia foram de 76,8% no
NIR e 90,3% no MIR, resultado muito positivo dada a composicdo variavel dos glicosideos de
esteviol desse edulcorante que dificultam a construcdo de um modelo de classificacdo one
class. O uso da espectroscopia no infravermelho aliada ao algoritmo DD-SIMCA forneceu
uma aplicacdo promissora para verificar a autenticidade de eritritol, stévia e xilitol.
Palavras-chave: Xilitol. Eritritol. Stévia. Adulteracdo. Espectroscopia no Infravermelho.
Amostras virtuais. DD-SIMCA.



ABSTRACT

Concerns regarding personal health have been taking consumers (especially those with
diabetes and other disease comorbidities that depend of dietary) to replace sugar with natural
sweeteners. Among this group, stevia along with the polyols xylitol and erythritol stands on
for its benefits such as cariostatic properties, satiety prolongation and antioxidant properties.
With the increased demand and high market prices, these products are easy targets for
adulteration, by illicit addition of low-cost artificial sweeteners in the product. Thus, the aim
of this work is to identify the authenticity of the commercial natural sweeteners by near and
mid infrared spectroscopy combined with a DD-SIMCA classification model. The one class
model was built with commercial samples found in Brasilia and Goias and virtual samples
employed to increase the representativeness of the training set. The use of virtual samples and
proper spectral selection contribute to a model capable of classify correctly most of the
validation samples (natural sweeteners), among these were samples adulterated with
saccharin, sucrose, acesulfame and silicon dioxide. For xylitol the model reached efficiency
rates (EFR) of 97,5% for NIR and 94,5% for MIR, with erythritol were accomplished EFR of
95,9% for NIR and 98,0% for MIR. EFRs for stevia were 76,8% for NIR and 90,3% for MIR,
a great result given the variability in the steviol glycosides composition of this sweetener,
which is a factor that difficults the construction of a one class classification model. The use of
infrared spectroscopy combined with the DD-SIMCA algorithm provides a promising
alternative to verification of authenticity of erythritol, stevia and xylitol.

Key-words: Xylitol. Erythritol. Stevia. Adulteration. Infrared Spectroscopy. Virtual Samples.
DD-SIMCA.
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1. INTRODUCAO E OBJETIVOS

A demanda por um estilo de vida mais saudavel impulsiona o consumo de
produtos que auxiliam no convivio e na prevencdo de condi¢Ges de salde como hipertensao,
colesterol alto e diabetes, as quais sdo altamente influenciadas pela alimentacdo. Nessas
condicdes, geralmente ha a preferéncia por alimentos denominados diet.

Os alimentos diet s&o formulados para pessoas com restrigdes alimentares a
algum componente! que é removido do produto e geralmente substituido por outro com
propriedades organolépticas similares. Dentre estes destacam-se os edulcorantes diet, aditivos
alimentares que substituem a sacarose, devido ao seu dulgor semelhante ou superior a esta,
além de serem altamente benéficos para consumidores diabéticos visto que ndo causam picos
glicémicos e possuem valor calérico baixo ou inexistente.

Pode-se classificar os edulcorantes em naturais ou artificiais, sendo os naturais
obtidos por extracdo de plantas ou produzidos por métodos biotecnoldgicos e, os artificiais,
sintetizados por rotas industriais especificas. Dos edulcorantes naturais destacam-se stévia,
xilitol e eritritol, visto que, além dos beneficios ja citados, ha indicios de que estes
edulcorantes sdo ndo-cariogénicos e cariostaticos®3. Geralmente sdo produtos de alto valor
agregado devido a fabricacdo complexa, por isso sdo os alvos ideais de adulteragao.

Vargas* identificou fraudes em edulcorantes de stévia, com ciclamato de sodio
e sacarina, edulcorantes artificiais de baixo custo e de alto poder edulcorante. No Brasil,
Noronha® encontrou discrepancias nos rotulos de edulcorantes de mesa que alegavam
composicdo natural, mas continham sacarina (SAC), ciclamato e acessulfame de potassio
(ACS) nao informados na embalagem. Ainda, recentemente em Goiania foi fechada uma
fabrica de produtos alimenticios que prometia alimentos sem acuUcar, porém foram
encontrados embalagens de edulcorantes artificiais no local e, de acordo com funcionarios,
adicionava-se leite condensado (rico em sacarose) durante a fabricacao °.

Diante deste cenario, € imperativo atestar a conformidade desses edulcorantes
com o rétulo, a fim de que seja assegurado que o consumidor ndo seja prejudicado por perder
o0s beneficios citados ou por sofrer danos sérios a prépria satde pela adicao indevida de outros
ingredientes, principalmente a sacarose.

A cromatografia € uma técnica bastante empregada em andlises alimenticias

para quantificar edulcorantes, geralmente acoplada a detectores com espectrometria de massas
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ou fluorescéncia ’ 8. Essa técnica tem como vantagem a alta sensibilidade, entretanto, requer
procedimentos complexos e onerosos de pré-tratamento e preparo de amostra que aumentam o
numero de incertezas e apresentam alto gasto de reagentes e/ou energia. Como alternativa,
tém-se a espectroscopia no infravermelho, técnica vantajosa que permite medidas rapidas sem
destruicdo da amostra, propiciando sua reutilizacdo para analises posteriores. Além disso, essa
técnica dispensa preparo de amostra quando se acopla o acessorio de reflectancia total
atenuada (ATR — do inglés Attenuated Total Reflectance) no espectrofotdmetro. Para
permitir a implementacdo de medidas in situ, equipamentos portateis como
espectrofotdbmetros de infravermelho proximo sdo uma opcéo interessante que, no contexto de
autenticidade alimenticia, possibilitariam uma acdo mais célere das entidades regulatérias.

Devido a frequente sobreposicdo de sinais nos espectros obtidos na regido do
infravermelho, ferramentas quimiométricas podem ser aplicadas para simplificar a analise dos
dados e construir modelos que extraiam apenas as informacgfes pertinentes para o analista.
Nesse sentido, a analise de componentes principais (do inglés PCA — Principal Component
Analysis) pode auxiliar no reconhecimento de padrdes espectrais e modelos de classificacdo
de amostras como auténticas ou ndo auténticas podem ser desenvolvidos através de
abordagens supervisionadas, tais como a Modelagem Independente Flexivel por Analogias de
Classes Orientada por Dados (do inglés, DD-SIMCA - Data Driven Soft Independent
Modeling of Class Analogies).

Tendo em vista 0s aspectos descritos, a presente dissertacdo de mestrado tem
como objetivo principal desenvolver um metodo para verificar a autenticidade de edulcorantes
de mesa sélidos a base de xilitol, eritritol e stévia através da obtengdo de espectros na regido
do infravermelho médio e préoximo e modelagem por DD-SIMCA. Como objetivos

especificos pretende-se:

e Obter os espectros puros de stévia, xilitol e eritritol no infravermelho préximo e no
infravermelho médio e comparar esses perfis espectrais com o0s obtidos em amostras

comerciais;

e Utilizar os espectros obtidos para o desenvolvimento de um modelo de classificacdo

por DD-SIMCA com os métodos de pré-processamento adequados;

e Simular adulteragdes dos edulcorantes naturais comerciais produzindo misturas destes

com sacarose, sacarina e acessulfame-k em proporgdes pré-estabelecidas;
13



Validar o método obtido com amostras comerciais e adulteradas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ASPECTOS RELEVANTES SOBRE O CONSUMO DE EDULCORANTES

Entre 1750 e 1900, com os avangos na escala de fabricacdo alimenticia
promovidos pela revolucdo industrial, houve um aumento expressivo na producdo de
sacarose, 0 agucar de mesa, que se tornou mais acessivel por ter baixo custo de producéo , e
de facil distribuicio e estocagem °. A relagdo entre a ingestdo de aclcar e seus maleficios a
salide s6 comegou a ser demonstrada a partir de 1950, quando o indice de doencas arteriais
corondarias cresceu abruptamente na populacdo americana. Neste periodo, foram
encontradas evidéncias que ligavam a alta ingestdo de aclcar ao risco de doencas
cardiovasculares. A industria do agUcar tentou desacreditar esses resultados influenciando e
iniciando pesquisas que punham em duvida os riscos do macronutriente a satde °. Apesar
disso, hoje em dia, é bem estabelecido, por evidéncias robustas, que 0 excesso de sacarose
é prejudicial 1.

E neste cenario que sdo estabelecidas diversas diretrizes no Brasil e no
mundo para diminuir o consumo de agucar. O Guia Alimentar para a Populacao Brasileira
publicado pelo Ministério da Salde, recomenda utilizd-lo em pequenas quantidades ao
preparar receitas, além de evitar alimentos processados e ultra processados, que tém
quantidades elevadas desse macronutriente 2. A Organizacdo Mundial da Saide (OMS)
recomenda reduzir a ingestao de acucar (estando incluido acucar adicionado pelo fabricante
a qualquer tipo de alimento e aguUcares naturalmente presentes em mel, xarope e sucos de
fruta) a menos que 10% das calorias diarias 3. Em 2018, o Brasil assumiu como meta
reduzir 144 mil toneladas de aclcar dos alimentos industrializados no pais, em parceria
com setores da inddstria alimenticia numa tentativa de conter a obesidade e diabetes na
populacdo brasileira **. E nesse contexto que os edulcorantes se tornam atrativos, ja que
promovem o sabor doce sem acarretar nos danos a saude decorrentes da ingestdo de
sacarose.

De acordo com a Pesquisa de Orgamentos Familiares 2017-2018 do IBGE
15 0s edulcorantes sdo os alimentos que apresentaram maior crescimento percentual de
frequéncia de consumo em domicilios urbanos, subiu de 0,1% em 2009 para 9,2% em
2018, com uma queda de 5,4% no consumo de acUcar. Esses dados sugerem que a
populacdo estd mais consciente do papel do acucar na prépria alimentacdo e disposta a

substitui-lo por alternativas menos nocivas.
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2.2 CLASSIFICACAO E PROPRIEDADES DOS EDULCORANTES DE

INTERESSE

De acordo com a portaria n° 540%°, os edulcorantes sdo aditivos alimentares
diferentes da sacarose (agucar de mesa) que conferem sabor doce aos alimentos, esses

alimentos podem ser classificados pela sua origem como naturais ou artificiais.

Além da classificacdo por origem, os edulcorantes podem ser classificados
pela sua contribuicdo cal6rica, sendo os nutritivos os que possuem baixo valor calérico e o0s
ndo nutritivos os que fornecem uma quantidade quase nula de calorias. Estes Gltimos
geralmente tem uma intensa capacidade de adocar, podendo chegar a centenas de vezes a
docura da sacarose, por conseguinte, quantidades minimas dos edulcorantes ndao-nutritivos

sdo suficientes para um sabor doce similar ao do agucar refinado '

2.2.1 EDULCORANTES NATURAIS

Dentre os edulcorantes nutritivos destacam-se a classe dos poliois,
compostos organicos com multiplas ligacGes hidroxila resultantes da hidrogenacdo de
acucares (Figura 1) os quais possuem docura semelhante a da sacarose e por isso S&o
adicionados em produtos dietéticos zero agtcar como: edulcorantes de mesa, massa para
bolos, gomas de mascar, doces e sorvetes. Devido as semelhancas nas propriedades fisicas,
podem ser usados para substituir o volume de acglcar em receitas ao contrario de
edulcorantes ndo nutritivos 8. Os polidis ocorrem naturalmente em frutas e vegetais, mas
em baixas quantidades, inviaveis para a demanda em larga escala da industria, por isso vém

sendo produzidos por rotas industriais microbioldgicas ou quimicas.

Esses edulcorantes sdo metabolizados por vias pouco ou nada dependentes
da insulina, acarretando na diminuicdo de picos de agucar no sangue e na ma absor¢ao no
intestino, sendo este ultimo um efeito negativo visto que o consumo exagerado pode gerar
desconforto abdominal e em casos mais severos diarreia, proveniente da absorcdo pela
microbiota intestinal. A dose maxima sem efeitos colaterais ja foi estimada para eritritol
(0,46 g/kg de massa corporal para homens e 0,68 g/kg para mulheres e xilitol (0,37 g/kg de

massa corporal para homens e 0,42 g/kg para mulheres) *°.
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Adiciona-se as propriedades metabolicas dos polidis: a inércia a reacdo de
Mailland, precursora de substancias que favorecem complicacdes vasculares da diabetes e,

especificamente para xilitol e eritritol, o estimulo de horménios de saciedade %°.

OH OH OH
/\/'\/ on HOMOH
HO _ y
OH OH
erythritol xylitol
HO
o)
HO HO i
HO
/\)\)\/OH e
HO y ‘ OH O
OH OH HOM\
[ OH
OH OH
sorbitol maltitol

Figura 1. Estruturas dos polidis eritritol, xilitol, sorbitol e maltitol. 2

O xilitol é um edulcorante de origem natural que pode ser encontrado em
frutas, vegetais, cascas de améndoas, espigas de milho, palha e madeira. Esse poliol pode
ser obtido por processo quimico que consiste na hidrogenacao catalitica da xilose pura
extraida da madeira e posterior cristalizacdo do produto final. Apesar de ser um processo
relativamente rapido, exige temperatura e pressao elevadas e geralmente tem rendimentos
em torno de 50 a 60%, por isso, processos microbiolégicos sdo mais vantajosos, pois a
conversdo da matéria-prima em xilitol se da pela acdo de micro-organismos ou enzimas
microbianas, num processo menos custoso e em condicdes reacionais menos extremas 2. O
xilitol possui valor calérico baixo, proximo de 2,4 kcal/g e se sobressai do grupo dos poli
alcoois por ser o mais doce dentre eles, possuindo cerca de 95% da docura da sacarose '
Este edulcorante é adicionado em produtos especificos para saude oral visto que € capaz de
desequilibrar a producdo de energia das bactérias (levando a morte celular) e reduzir a
formacdo de placas dentarias e a aderéncia bacteriana. Tais beneficios sdo conhecidos
desde os anos 1970, quando a primeira goma de mascar a base de xilitol foi produzida na

Finlandia para reducio de caries nos consumidores 2.

17



O eritritol é usualmente presente em cogumelos e algumas frutas, e se
distingue dos outros poli alcoois por ser o Unico edulcorante do grupo com valor energético
virtualmente nulo. Cerca de 90% do eritritol ingerido é excretado em sua forma original, e
estudos in vitro sugerem que a quantidade restante ndo € fermentada pela microbiota
intestinal, o que justifica a maior dose de consumo sem efeitos adversos em comparacao
com o xilitol e os outros polidis 2. Sua capacidade de adocar é em torno de 70% a da
sacarose e este edulcorante absorve calor quando dissolvido na boca, diminuindo a
temperatura e resultando num efeito refrescante °. Assim como o xilitol, o eritritol
apresenta beneficios a saude oral mostrando similaridades inclusive nos mecanismos de
acao contra bactérias associadas a carie. Ainda ha evidéncias de que possui uma acao
antioxidante, como observado em estudos in vitro e em ratos, propriedade relevante para
pacientes diabéticos ja que ha indicios de que essa comorbidade é associada a maior
producéo de radicais no organismo 2*. Neste sentido a adig&o de eritritol a dieta é benéfica
ndo s6 por evitar os danos do aclcar, mas também por melhorar ativamente as condi¢des de
salide desses consumidores. A capacidade do eritritol de retardar alteracGes em alimentos ja
foi estudada em geleias de cereja e observou-se que, ao adicionar o edulcorante no produto,
este foi capaz de manter os niveis altos de polifendis, substancias anti-inflamatorias e
antidiabéticas da geleia. Além disso, o eritritol também preservou a coloracdo do produto
fresco ap0s seis meses de armazenamento 2. Sugere-se entdo que o eritritol além de ser um

aditivo para adogar, pode ser utilizado como um dos conservantes de produtos alimenticios.

Stevia rebaudiana Bertoni, popularmente conhecida como stévia, é uma
planta encontrada na América do Sul, e dela sdo extraidos os chamados glicosideos de
esteviol, usados como edulcorantes. Os glicosideos de esteviol tém em comum na sua
estrutura uma molécula de glicose ligada a um grupo carbonila do precursor esteviol
(Figura 2), formando assim uma ligacédo glicolitica. Eles estdo presentes principalmente nas
folhas de stévia, sendo o esteviosideo e rebaudiosideo os glicosideos majoritarios e
principais responsaveis pelo sabor doce 6, que pode chegar a 400 vezes o do agucar quando
de alta pureza ?’. Stévia €, portanto, um edulcorante de alta intensidade ao contrario dos
outros edulcorantes naturais ja citados. Este edulcorante natural € ndo nutritivo (sem valor
caldrico) e pode ser usado como edulcorante de mesa e incorporado a produtos diet como
sucos, massas para bolo, gelatinas, etc. Num estudo recente, foi observado que o consumo

de stévia diminui o apetite e ndo causa picos glicémicos 28, indicando um papel importante
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na prevencdo de obesidade e controle de diabetes, apesar do potencial hipoglicémico da

stévia necessitar de estudos in vivo mais robustos 2°.

o

Esteviol

Figura 2. Glicosideos esteviosideo e rebaudiosideo A e o precursor esteviol *

2.2.2 EDULCORANTES ARTIFICIAIS

Dentre os edulcorantes artificiais, a sacarina (Figura 3) apresenta-se como
um dos edulcorantes ndo nutritivos mais baratos e de alta intensidade. Dado que, seu poder
edulcorante é 400 vezes maior que a do agUcar, sdo necessarias quantidades minimas para
adocar, mas por possuir sabor residual amargo e metalico, geralmente é combinado com
ciclamato de sodio®l. Ha controvérsias sobre os possiveis maleficios da sacarina a saude
humana, pois esta ja foi vista como um potencial carcinogénico devido a estudos que
correlacionavam seu consumo ao surgimento de tumores em ratos, porém, evidéncias dessa
correlagdo em humanos ndo foram encontradas®®. Apesar disso, outros estudos ja
apontaram seu consumo associado ao risco acentuado de obesidade e diabetes bem como
disfuncéo renal e no figado *. Por ndo existirem estudos conclusivos sobre a seguranca da
ingestdo de sacarina, a ANVISA estabeleceu o limite méximo de 0,015 mg/100 (mL ou g)

deste edulcorante em produtos alimenticios **.

19



Além da sacarina, o edulcorante sintético acessulfame de potassio €
apontado como responsavel por efeitos negativos na salde de roedores como tolerancia a
glicose prejudicada® e indicios de potencial carcinogénico %, apesar disso, 0 ACS é um
dos edulcorantes mais frequentemente adicionado a alimentos no Brasil ¥, tendo em vista
o0s riscos e efeitos negativos descritos, ACS também possui limite maximo estabelecido
pela ANVISA de 0,035g/100g *.

A fim de alcancar analises mais rapidas e simples, a determinacdo de SAC e
ACS pode ser realizada utilizando espectroscopia no infravermelho®, método bem-

sucedido inclusive na identificacio de adulteracdo alimenticia.

O 0O O
N
07 N K NH
S
Acessulfame de Sacarina
potassio

Figura 3. Edulcorantes sintéticos acessulfame de potassio e sacarina.

2.3 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO E FERRAMENTAS
QUIMIOMETRICAS
A espectroscopia de infravermelho baseia-se na absor¢do de radiagédo
infravermelha por moléculas que estdo presentes no material analisado. A absorcéo de energia
no infravermelho s6 é possivel quando a molécula possui momento de dipolo permanente,
dessa forma, o campo oscilante do dipolo molecular pode acoplar-se ao campo elétrico da
fonte de radiacdo, alterando a amplitude das frequéncias vibracionais das ligacGes. Nessa
regido do espectro, a radiacdo € insuficiente para causar transicdes eletrdnicas nas moléculas,
porém, é capaz de promover transi¢cdes de energia entre os estados vibracionais e rotacionais
das moléculas. Nas vibracionais, as ligacfes da molécula passam para um estado excitado de
vibracdo, assumindo maiores frequéncias de dobramento ou estiramento; nas transicOes
rotacionais a molécula gira em torno do proprio centro de gravidade “°.
A regido do infravermelho pode ser dividida em trés intervalos espectrais:

infravermelho proximo (12800 a 4000 cm™), infravermelho médio (4000 a 200 cm?) e
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infravermelho distante (200 a 10 cm™), sendo que na Gltima predominam as transicoes
rotacionais de menor energia *..

Apesar das frequéncias vibracionais de dois tipos idénticos de ligages em dois
diferentes compostos serem iguais, essas ligacdes estdo em dois ambientes moleculares
levemente diferentes. Assim, os espectros de infravermelho de duas moléculas distintas nunca
serdo exatamente idénticos, possibilitando a identificacdo de moléculas de forma analoga a
identificacdo de pessoas por impressdes digitais, especialmente na regido entre 1200 e 600
cm, a chamada regido de impressao digital.

Os espectrofotometros de infravermelho modernos geralmente sdo
instrumentos baseados em interferometros com Transformada de Fourier (FTIR), uma
operacdo matematica que converte o sinal obtido no dominio temporal, para um sinal no
dominio de frequéncia resultando no espectro de infravermelho da amostra. O FTIR €
vantajoso pois leva menos de um segundo para registrar um espectro, portanto é possivel
obter um grande nimero de espectros rapidamente e, com a soma destes chegar a uma razao
sinal/ruido muito melhor que a dos equipamentos dispersivos existentes até o final da década
de 1980 %0,

Pode-se realizar leituras no infravermelho de amostras liquidas, gasosas e
solidas, estas Ultimas, tradicionalmente, podem ser preparadas para leitura no infravermelho
através da maceracdo com brometo de potassio e posterior prensa dessa mistura, convertendo-
a numa pastilha que é inserida em um porta amostra do espectrofotobmetro. Também pode-se
usar a técnica de Nujol, para transformar a amostra em uma suspensdo dispersando-a num
6leo mineral e ainda dissolver o sélido em solugfes transparentes a radiagdo, como dissulfeto
de carbono ou tetracloreto de carbono #2. Porém essas técnicas ndo permitem a reutilizacio da
amostra em analises posteriores e geram residuos quimicos apos a analise. Por outro lado, a
técnica de reflectancia total atenuada (ATR, do inglés Attenuated Total Reflectance ) permite
a andlise direta de amostras sélidas sem requerer a preparacdo de pastilhas em KBr, tornando
a andlise rapida e ndo destrutiva.

O ATR baseia-se na reflexdo interna da radiacdo 1V num cristal de alto indice
de refracdo, que funciona como meio de interagdo entre a amostra e o feixe de radiagcdo que
vem da fonte. A amostra solida é depositada na superficie do cristal e pressionada contra ele,
de tal forma que seja proporcionado o maximo de contato. Quando a radiacdo da fonte é

refletida dentro do cristal, ao atingir a interface entre cristal e amostra ocorre uma pequena
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interacdo com amostra que atenua a radiacdo devido a absorgédo de energia pelas moléculas. A
radiacdo atenuada é entdo refletida de volta para o material cristalino e é incidida novamente
na amostra, repetidamente até alcancar o detector *® (Figura 4). Atualmente existem
acessorios com cristais de multiplas reflexdes ou com reflexdo Unica, que interage apenas uma

Vez com a amostra.

Amostra

Cristal ATR.

Radiagao Raio em diregao
infravermelha ao detector

Figura 4. Esquema de uma medida espectroscopica com ATR 4

Dessa forma, usar um equipamento FTIR-ATR para amostras solidas permite
medidas rapidas com excelente razdo sinal/ruido e sem preparo de amostra. Em muitas
situagdes, devido a sobreposicdo dos sinais espectrais dos constituintes das amostras, se faz
necessario o uso da quimiometria a fim de detectar padrdes espectrais e determinar
qualitativamente ou quantitativamente os analitos em amostras de interesse. A identificacdo
de tendéncias nos dados e uma redugdo na complexidade destes pode ser alcangada com
diversas técnicas de analise multivariada, sendo uma das mais empregadas a analise de

componentes principais (PCA, do inglés Principal Component Analysis)**.

2.3.1 PCA E DD-SIMCA

A PCA é um modelo de reducdo de dimensionalidade e de projecdo, em que
uma matriz de dados contendo varias medidas, cada uma com mdultiplas variaveis, é
decomposta nas matrizes de escores e pesos, de forma que seja possivel reduzir o nimero de
variaveis e preservar a variacdo/informacao dos dados originais.

Em um conjunto de dados, as varias observacGes/amostras sdo pontos
dispostos num espaco de eixos n-dimensional em que cada eixo corresponde a uma variavel,
logo, as coordenadas de cada ponto (observacdo) sdo determinadas pelo valor de cada
variavel. Executando-se a PCA, o0s pontos sdo projetados num novo espago com menor

numero de dimensdes/variaveis, construido por eixos que sdo combinacdes lineares das
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variaveis originais, chamados de componentes principais (PCs). As novas coordenadas dos
pontos no espaco definido pelas PCs sdo chamadas de escores (scores) e os coeficientes de
combinacédo das variaveis sdo os pesos (loadings). Assim, 0s pontos proximos entre si nesse
espaco sdo tidos como similares 4.

Algebricamente, para um conjunto de espectros dispostos numa matriz X, em
que cada linha corresponde a um espectro e cada coluna é uma absorbancia num comprimento

de onda, efetuando-se a PCA tém-se:

X=TPT+E (Equacéo 1)

Em que T é a matriz de scores, PT é a matriz transposta dos pesos e E é a
matriz de residuos. Enquanto a matriz de scores (T) € relacionada as observacdes, isto é cada
espectro da matriz X, a matriz de pesos (P) diz respeito a contribuicdo de cada variavel
(absorbancia em determinado comprimento de onda) na construcdo dos componentes
principais do modelo.

O algoritmo utilizado neste trabalho para realizar a PCA ¢é a decomposicao de
valores singulares (SVD, do inglés singular value decomposition) em que a matriz de dados X

é transformada no produto de trés matrizes, conforme a equacao a seguir:

X = UsvT (Equacéo 2)

Onde U e V sdo as matrizes contendo os vetores singulares e S a matriz dos
valores singulares. No qual V é correspondente a matriz de pesos P, e o produto US é igual a
matriz de scores T.

Com os resultados da PCA, podem ser calculados dois indices para cada
amostra/espectro: T2 de Hotelling e Q. T2 pode ser definida como a distancia da projecdo de
uma amostra até a origem do espaco definido pelas PCs e Q ¢ a distancia entre a coordenada
original da amostra e a sua projecéo no novo espaco formado pelos PCs, isto &, os residuos do
modelo PCA contidos na matriz E “.

Esses dois parametros sdo utilizados para construir modelos de classificacdo
supervisionada a partir de PCA, o que da origem ao modelo DD-SIMCA (do inglés Data
Driven Soft Independent Modeling of Class Analogy), em que a um determinado nivel de
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confianca, T2 e Q delimitam uma regido de aceitagdo de amostras pertencentes & uma classe
alvo. Como o DD-SIMCA utiliza apenas amostras da classe-alvo no treinamento, € tido como
um modelo de classificagdo one-class . O nimero de PCs utilizado para construir o modelo
é escolhido de forma a minimizar erros de classificacdo de amostras de treinamento.
Idealmente, novas amostras pertencentes a classe-alvo devem estar compreendidas dentro da
area de aceitacdo, sendo ditas amostras verdadeiro positivo. Por outro lado, amostras
pertencentes a outras classes ou nao auténticas devem estar fora do limite de aceitacdo, sendo
chamadas de verdadeiro negativo*®“°. Quando o modelo apresenta erros de classificagdo tem-
se amostras da classe alvo fora da &rea de aceitacdo (erros falso negativos) e amostras de
outras classes ou ndo auténticas dentro da area de aceitacdo (erros falso positivos). Desta
forma, o método DD-SIMCA pode ser empregado para identificacdo de autenticidade dos

edulcorantes.

2.3.2 AMOSTRAS VIRTUAIS

Muitas vezes a obtencdo de amostras de referéncia que sejam representativas
do fendmeno ou produto estudado é extremamente dificil. Isso faz com que a construgdo de
modelos de classificagdo seja dificultada. Nessas situacOes, alguns autores tem proposto a
utilizacdo de métodos numéricos para a criacdo de amostras simuladas/virtuais a partir das
amostras reais disponiveis®. Nesse trabalho especificamente, devido ao nimero pequeno de
marcas distintas disponiveis para constru¢cdo do modelo DD-SIMCA, a estratégia de gerar
amostras virtuais a partir da randomizagéo dos espectros de amostras reais foi empregada para
aumentar a representatividade do conjunto de treinamento.

O algoritmo proposto por Barbosa-Patricio et al.>® foi adaptado de forma a
gerar z amostras virtuais para cada amostra real, utilizando a Equacdo 3 que prové amostras
virtuais através de nimeros randomicos ao redor das amostras reais combinados ao residuo do

modelo PCA obtido a partir das amostras de treinamento.

Ri+Z,j = Di,j + Ei,j' UZ,j' 2 (Equa(;éo 3)

Em que R é o dado (comprimento de onda ou ndmero de onda j) virtual
proveniente da i-ésima amostra real na j-ésima variavel, D é o dado real, E é o residuo deste
dado com base em um modelo PCA, idealmente, utilizando 0 mesmo nimero de componentes
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principais utilizado no modelo DD-SIMCA e U € um numero randémico entre 0 e 1. Para esse
trabalho z foi considerado como igual a 10, gerando 10 amostras virtuais para cada amostra
real.

Face ao exposto, visando a obtencdo de um método para verificar se ha
adulteracdo de edulcorantes puros de stévia, xilitol e eritritol comercializados, propde-se a
aplicacdo de modelos DD-SIMCA construidos a partir de espectros no infravermelho de

amostras comerciais e amostras virtuais.
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3. MATERIAIS E METODOS
31 EQUIPAMENTOS E MATERIAIS

Para as medidas espectroscopicas no infravermelho médio foi usado o
espectrofotdbmetro FTIR-4100 (JASCO) com transformada de Fourier equipado com o
acessorio de reflectancia total atenuada ATR PRO450-S (JASCO) com cristal de ZnSe de
uma reflexdo. Os espectros de infravermelho proximo foram obtidos com o espectrofotémetro
portatil MicroNIR™ 1700 (Viavi Solutions Inc.). A analise dos dados por PCA foi realizado
através da PLS Toolbox (versdo 8.8.1) disponibilizada por Eigenvector Research Inc,
suportada em ambiente MATLAB® (versdo 9.2, R2017a). O modelo DD-SIMCA foi
construido na interface grafica DD-SIMCA Toolbox®, suportada em ambiente MATLAB®
(versdo 9.2, R2017a).

As pesagens das massas para misturas foram feitas numa balanca analitica com
precisdo de 0,0001 g, modelo AX200 (Shimadzu Corp.) e numa balanca analitica com
precisdo de 0,01 mg, modelo XS205 (Mettler Toledo).

32 REAGENTES E AMOSTRAS

Os padrdes de xilitol, eritritol, acessulfame de potassio, sacarina e glicosideos
de esteviol foram adquiridos da Sigma-Aldrich, grau P.A. As amostras de edulcorantes
comerciais rotuladas como puras (sacarose, xilitol, eritritol e stévia) foram adquiridas em
supermercados e farmacias de Brasilia e Anapolis. A disposi¢cdo das amostras de treinamento
e validacdo é apresentada na Tabela 1. Cada amostra citada pertence a um lote diferente do
produto. Ressalta-se que o conjunto de validacdo € composto de amostras de marcas
diferentes das que foram utilizadas na fase de treinamento.

Para aumentar a variabilidade das amostras e consequentemente a
representatividade do conjunto de dados, foram preparadas misturas entre as diferentes
marcas de treinamento e validacdo dos edulcorantes naturais, descritas na Tabela 2. Foram
preparadas em triplicata as misturas de treinamento de stévia e eritritol e as misturas de
validacao de xilitol. Por limitacdo da quantidade de amostra disponivel, as demais misturas
tinham apenas uma replicata auténtica, mas as leituras no NIR e no MIR foram repetidas

cinco e trés vezes, respectivamente.
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Tabela 1. Conjunto de amostras utilizadas para a construcao e validacdo do modelo DD-SIMCA

Tipo de

edulcorante

Conjunto

NUmero de

amostras

Descricao

Xilitol

Validacéo

50

12 amostras puras das marcas 1, 2,
3 e 4 (3 lotes cada) e 38 misturas
entre essas marcas (binarias,

ternarias e quaternarias).

Treinamento

22

11 amostras puras das marcas 5 (4
lotes), 6, 7 (3 lotes cada) e 8 (1
lote) e 11 misturas entre lotes
diferentes (binarias, ternarias e

quaternarias).

Eritritol

Treinamento

26

7 amostras puras das marcas 9
(apenas 1 lote), 10 e 11 (3 lotes
cada) e 19 misturas entre marcas

(binarias e ternarias).

Validacéo

35

5 amostras puras das marcas 12 (3
lotes) e 13 (2 lotes) e 30 misturas
binarias entre lotes diferentes.

Stévia

Treinamento

28

9 amostras puras das marcas 14,
15 e 16 (3 lotes cada) e 19
misturas entre marcas (binarias e

ternarias).

Validacéo

34

4 amostras puras das marcas 17 (3
lotes) e 18 (1 lote) e 30 misturas

binéarias entre lotes diferentes.
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Tabela 2: Relacéo das misturas auténticas utilizadas no treinamento e validagéo.

Edulcorante

Conjunto

NUmero de
misturas

Descricdo

Xilitol

Validacéo

38

Misturas entre as marcas 1, 2, 3 e 4. Seis
misturas binarias nas proporc¢des 50:50, 25:75,
75:25, 60:40, 40:60 (m/m) totalizando 30
misturas. Quatro misturas ternarias na
propor¢do 33:33:33 (m/m), quatro misturas
quaternarias nas proporcdes 20:20:20:40
(m/m) alternando a concentragéo de 40% entre
as marcas.

Treinamento

11

Misturas entre as marcas 5, 6, 7 e 8. Seis
misturas binarias na proporcao 50% (m/m). As
quatro misturas terndrias na proporcao
33:33:33 (m/m), por fim, a mistura quaternaria
foi feita na proporcdo 25:25:25:25 (m/m).

Eritritol

Treinamento

19

Misturas entre as marcas 9, 10 e 11. Trés
misturas binarias nas proporc¢des 50:50, 25:75,
75:25, 60:40, 40:60 (m/m) totalizando 15
misturas, quatro misturas ternarias com
proporgdes 33:33:33, 50:25:25, 25:50:25,
25:25:50 (m/m).

Validacéo

30

Misturas entre diferentes lotes das marcas 12 e
13. Misturas binarias nas concentra¢des 50:50,
25:75, 75:25, 60:40, 40:60 (m/m).

Stévia

Treinamento

19

Misturas entre as marcas 14, 15 e 16. Trés
misturas binarias nas proporcdes 25:75, 75:25,
60:40, 40:60 (m/m) totalizando 15 misturas, as
quatro misturas ternarias tinham proporcdes
33:33:33, 50:25:25, 25:50:25, 25:25:50 (m/m).

Validacéo

30

Misturas entre diferentes lotes das marcas
17,18 e 14 (dois lotes diferentes dos de
treinamento). Misturas binarias nas
concentragdes 50:50, 25:75, 75:25, 60:40,
40:60 (m/m).
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3.3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
3.3.1. AQUISICAO DOS ESPECTROS NO INFRAVERMELHO PROXIMO

As amostras foram depositadas num porta amostra circular de Teflon™ com
diametro de 2,5 cm e 2 mm de profundidade (Figura 5) produzido no nosso laboratorio de
pesquisa. Uma lamina lisa lapidada para microscopia (26 x 76 mm) foi utilizada para

homogeneizar e aplainar a superficie da amostra.

mlm'!u 1
I
il i

Figura 5. Porta amostra em detalhe utilizado para as medidas no MicroNIR & esquerda, a direita, porta-

amostra contendo edulcorante xilitol.

A parte frontal do espectrémetro (Figura 6), a lamina e o porta amostra foram
limpos com etanol entre cada uma das medidas. Cada espectro foi o resultado de uma media
de 200 varreduras com tempo de integracdo de 2000 ps no modo absorbancia, na faixa de 900

a 1700 nm em intervalos de 6 nm. Os estudos foram feitos em quintuplicata.

Figura 6: Parte frontal do espectrometro a esquerda, a direita, 0 MicroNIR durante uma medida.
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3.3.2. AQUISICAO DOS ESPECTROS NO INFRAVERMELHO MEDIO

Os espectros foram obtidos na regido entre 650 e 4000cm™ em um
espectrometro FTIR Jasco, modelo 4100, no modo transmitdncia com 64 varreduras e
resolucéo de 4 cm™. A aquisicéo foi feita em triplicata. Os sdlidos em pé foram depositados
na superficie do cristal de ZnSe do ATR com o auxilio de uma espatula com colher. O

cristal foi devidamente limpo com etanol ap6s cada medida.

3.3.3 PREPARO DAS MISTURAS NAO AUTENTICAS DE VALIDA(;AO

Nas misturas binarias que simulam amostras ndo auténticas foram adicionados
os adulterantes: sacarose, sacarina (SAC) e acessulfame-K (ACS). Stévia, por ser um
edulcorante de alta intensidade, néo foi adulterada com sacarose. As proporcdes iniciais foram
de 10% a 50% (m/m), porém as massas dos adulterantes foram corrigidas conforme o poder
adocante de cada um, para que se equiparassem com o edulcorante natural conforme a
Equacdo 4, em que Cré a massa de adulterante corrigida, C; € a massa inicial de adulterante,
Pn € 0 poder adogante do edulcorante natural e Ps é o poder adocante do adulterante. A massa
total das misturas foi mantida constante no valor de 1,5g, completada com SiO..

_ CiXPN
Ps

Cr (Equacéo 4)

Dessa forma, os adulterantes ACS e SAC foram adicionados a stévia nas
proporc¢des de 10% a 50% e 7,5% a 37,5% (m/m) respectivamente, esta Ultima completada
com SiO2 nas proporgdes 2,5% a 12,5% (m/m). ACS, SAC e sacarose foram adicionados ao
eritritol nas proporcdes 0,04% a 0,2%, 0,02% a 0,1% e 7% a 35% (m/m), a massa total dessas
misturas foi completada com SiO. nas proporgdes: 9,97% a 49,8%, 9,98% a 49,9% e 3% a
15% (m/m). Por fim, sacarose foi adicionada ao xilitol nas proporcbes 10% a 50% (m/m) e
ACS e SAC nas proporgdes 0,05% a 0,3%, 0,03% a 0,13% respectivamente, a massa total
dessas misturas de ACS e SAC foi completada com SiO nas proporgdes 9,95% a 49,75% e
9,98% a 49,88% (m/m).

30



3.3.4. PRE-PROCESSAMENTO DOS ESPECTROS IV

Para o tratamento dos dados requeria-se que todos 0s espectros estivessem
na escala de absorbancia (A), para isso, 0s espectros no infravermelho medio foram

convertidos de transmitancia percentual para absorbancia segundo a Equacao 5:

A =2 —log (T%) (Equacéo 5)

Os espectros foram submetidos ao pré-processamento, composto por dois
métodos: a padronizacdo normal de sinal (SNV, do inglés Standard Normal Variate) e
centrar os dados na média em relacéo as colunas (mean center). O mean center consiste em
subtrair de cada valor de absorbancia de determinada coluna/variavel o valor médio dessa
respectiva coluna/variavel calculado com a matriz de espectros de treinamento. Esse pré-
processamento é empregado a fim retirar a informacdo do espectro médio e destacar as
diferencas entre os perfis espectrais de cada tipo de edulcorante 4. J4 o SNV é um
algoritmo de normalizacdo espectral, que subtrai de cada valor de absorbancia de um
determinado espectro o valor médio desse espectro e divide essa diferenca pelo desvio

padrio correspondente desse espectro 2 .

3.3.5 ANALISE EXPLORATORIA COM PCA

A andlise exploratoria permite identificar se ha formacdo de agrupamentos de
amostras de mesma classe, indicandoa viabilidade da aplicacdo de um modelo de classificacéo
das amostras®®. Por isso, a analise de componentes principais foi performada com os espectros
de treinamento das amostras puras de xilitol, eritritol e stévia.

O tratamento dos dados por PCA foi realizado atraves da PLS Toolbox (versao
8.8.1) disponibilizada por Eigenvector Research Inc, suportada em ambiente MATLAB®
(versdo 9.2, R2017a). O modelo foi construido a um nivel de confianga de 95%.
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3.3.6. CONSTRUCAO DO MODELO DD-SIMCA E VALIDACAO DO
METODO ANALITICO

O modelo DD-SIMCA foi construido com a ferramenta DD-SIMCA Toolbox,

executada em ambiente MATLAB. A validacdo do método foi realizada com os trés

conjuntos de dados descritos a seguir:

o Validagdo 1: o primeiro teste de validacdo do modelo DD-SIMCA de
cada analito consistiu em analisar as amostras de treinamento dos outros dois analitos. Isto &,
as amostras de treinamento de stevia e eritritol foram analisadas no modelo de xilitol, as de

stevia e xilitol no modelo de eritritol e por fim xilitol e eritritol no modelo de stévia.

o Validagédo 2: o segundo teste de validacdo do modelo de cada analito
utilizou as misturas que simulam adulteracdo dos edulcorantes com sacarose, sacarina ou

acessulfame-K.

o Validacéo 3: para o Gltimo teste de validagdo foram utilizadas espectros
medidos em amostras de validacdo da classe alvo (edulcorante que foi modelado na fase de
treinamento) e também de amostras das outras classes de edulcorantes empregando marcas
que ndo foram incluidas na fase de treinamento.

Foram calculadas taxa de falso positivo (TFP), taxa de falso negativo (TFN) e
a taxa de eficiéncia (TEF) do método para cada matriz de validagdo de todos os edulcorantes

utilizando as equag0es abaixo:

FP
FP+VN

TFP = 100 (Equacdo 6)

A TFP refere-se a taxa de amostras ndo auténticas erroneamente classificadas
como auténticas, FP (falso positivo) € o nimero de amostras classificadas incorretamente
como pertencentes a classe alvo (edulcorante que foi modelado na fase de treinamento) e VN
(verdadeiro negativo) sdo as amostras ndo auténticas classificadas corretamente como ndo

pertencentes a classe alvo.

FN
FN+VP

TEN =

100 (Equacao 7)
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TFN refere-se a taxa de amostras auténticas erroneamente classificadas como
ndo auténticas, isto €, fora da area de aceitacdo do modelo. FN (falso negativo) sdo amostras
da classe alvo classificadas como ndo auténticas e VP (verdadeiro positivo) sdao amostras

pertencentes a classe alvo que se encontraram dentro da area de aceitacao.

VP+VN i
TEF = \/ (VN+FP)*(VP+FN) 100 (Equacao 8)

TEF exprime o desempenho geral do modelo uma vez que é uma média
geométrica entre a sensibilidade (amostras que pertencem a classe-alvo corretamente
classificadas pelo modelo) e a especificidade (amostras que pertencem a classe nédo-alvo

corretamente classificadas pelo modelo)®.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 ANALISE EXPLORATORIA COM PCA

Na Figura 7 sdo exibidos os espectros pré-processados no NIR. E possivel
observar a existéncia de cinco perfis espectrais diferentes, ao contrario de trés perfis
(correspondentes as trés classes de edulcorantes). A existéncia de trés perfis espectrais de

stévia distintos sugere que ha diferencas entre as marcas analisadas.
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Figura 7. Conjunto de espectros NIR: a) ap6s execucdo de SNV; b) ap6s execugdo de SNV e mean

center.
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Ap0ds o calculo da PCA obtiveram-se as percentagens de variancias explicadas
apresentadas na Tabela 3, sendo que com duas PCs, a percentagem de variancia acumulada
chegou a 95,50%. A partir da terceira PC ja se observa um decréscimo significativo no
percentual de variancia explicada para cada PC. A sexta PC explica apenas 0,06%,
percentagem que pode indicar apenas ruido.

Tabela 3. Percentagem de variancia capturada pelo modelo PCA com espectros NIR.

Componente VaEriéncia Variancia
Explicada (%) Acumulada (%)
1 82,17 82,17
2 13,32 95,50
3 2,77 08,27
4 1,24 99,51
5 0,35 99,86

A Figura 8 apresenta os scores no plano formado pelas PCs 1 e 2. Houve a
formacéo de grupos bem definidos entre as classes, indicando que é viavel a distin¢do desses
edulcorantes pelos dados NIR e PCA. As marcas de stévia dividiram-se em trés grupos, essa
distingdo foi avaliada comparando-se o espectro do reagente grau P.A de glicosideos de

esteviol aos espectros das amostras na se¢éo 4.2.
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Figura 8. Scores em PC 1 e PC 2 obtidos com espectros NIR.

Através da analise dos loadings € possivel identificar a regido espectral

responsavel pela variancia explicada de cada PC e dessa forma justificar a posicdo das

amostras no grafico de scores em PC 1 e PC 2%. Observa-se pela Figura 9 que a primeira

componente principal é formada principalmente pela variancia dos dados da banda em 1440

nm decorrente da combinagdo do primeiro overtone das ligagdes CH, CHz e CH3>. Nessa

banda os espectros pré-processados de stévia apresentam absorbancia normalizada intensa,
porém para os edulcorantes das outras classes essa absorbancia foi negativa (Figura 7c). Por

iss0, 0s scores dos espectros de stévia em PC 1 sdo positivos e xilitol e eritritol tém scores

negativos nessa PC (Figura 8).
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Figura 9. Gréfico de loadings da PC 1 no NIR.

Ja para PC 2 (Figura 10) a banda com maior loading é em 1200 nm (segundo
overtone da ligacdo C-H) seguida da contribuicdo negativa da banda préxima a 1500 nm
(combinacdo do primeiro overtone das ligacdes CH, CH., e CHz). A marca 14 foi a Unica
amostra de stévia que apresentou absorbancia normalizada intensa em 1200 nm, por isso
apresentou score positivo em PC 2 e localiza-se na porcao superior do grafico de scores da
Figura 8. O eritritol também apresentou score positivo em PC 2 devido a absorbancia

normalizada negativa desse edulcorante em 1500 nm.
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Figura 10. Gréfico de loadings da PC 2 no NIR.
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A PCA calculada com os dados do infravermelho médio apresentou uma
maior distribuicdo da variancia dos dados entre as componentes principais. Para esses
dados as duas primeiras PCs explicaram apenas 81,59% da variancia, sendo que a terceira
PC ainda explicava mais de 10% da informagdo. Uma possivel explicacdo para esse
resultado é a maior quantidade de informagdo do espectro MIR. Considerando as cinco
primeiras componentes ainda se observava uma variancia explicada de 2,1% para a quinta
PC e um total de 97,62% (Tabela 4).

Tabela 4. Percentagem de variancia capturada pelo modelo PCA com espectros MIR

Componente Va_riéncia Variancia
Explicada (%)  Acumulada (%)

L 50,21 50,21

2 31,38 81,59

3 11,32 92,91

4 2,62 95,52

5 2,10 97,62

No MIR, considerando apenas as duas primeiras componentes, a distingdo
entre as marcas de stévia ndo foi aparente como nos dados do NIR, o que mostrou uma
separacdo mais condizente com a composi¢do supostamente pura desses edulcorantes.
Houve uma discriminacdo satisfatdria entre as classes de edulcorantes, cada um numa
regido diferente do grafico de scores, diferente do que ocorreu no grafico de scores dos
espectros NIR (Figura 11) em que o grupo de xilitol e o grupo de stévia da marca 15 estdo

bastante proximos na regido onde PC 2 é negativo.
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Figura 11. Scores em PC 1 e PC 2 obtidos com espectros MIR.

A anélise de loadings da PC 1 revela que a variavel de maior contribuicdo é a

banda em 1032 cm™* decorrente do estiramento da ligagdo =C-H, presente nos glicosideos de

esteviol®® (Figura 12). Contribuem também as bandas em 744 e 856 c¢cm * com valores

negativos.
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Figura 12. Gréfico de loadings da PC 1 no MIR.
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Xilitol e eritritol apresentaram scores negativos nessa componente principal

por possuirem valores negativos de absorbancia normalizada na banda em 1032 cm™ (Figura

13).
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Figura 13.Regido fingerprint ampliada.

Em PC 2 a banda em 1006 cm™ (estiramento C-O*) foi a de maior peso,
seguida pela banda 1112 cm™ (Figura 14). A Unica classe com score negativo em PC 2 foi o
eritritol que teve absorbancia normalizada negativa acentuada em 1006 cm™, provavelmente

devido a deslocamento da banda de estiramento C-O para um numero de onda menor (Figura

15).
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Figura 15. Regido fingerprint ampliada.

Na componente principal 3 houve distin¢cdo entre a marca 14 de stévia das
marcas 15 e 16 (Figura 16), nessa componente ocorre uma divisao do grupo desse edulcorante

em que apenas a marca 14 apresentou scores positivos.
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Figura 16. Scores nas trés primeiras PCs obtidos com espectros no MIR.

Sugere-se que a banda em 1542 cm™, que tem peso negativo na PC 3, foi a
responsavel por essa distingcdo (Figura 17), visto que a absorbancias normalizada da marca 14

nessa banda é negativa e para as marcas 15 e 16 € positiva.
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Figura 17. A esquerda os espectros MIR pré-processados das marcas 14 (rosa), 15 e 16 (azul) de stévia; a direita
o grafico de loadings da PC 3 no MIR.

A partir dos resultados da analise exploratoria por PCA confirmou-se que €

possivel desenvolver um método de classificacdo DD-SIMCA capaz de distinguir as trés
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classes de edulcorantes naturais utilizando dados espectrais de infravermelho médio e

proximo.

4.2 VARIABILIDADE DOS EDULCORANTES COMERCIAIS

As Figura 18 e 19 apresentam os espectros dos padrdes e os espectros médios
de cada marca de edulcorante utilizados na fase de treinamento. Observa-se que 0s espectros
no MIR apresentam maior ruido quando comparados ao NIR, isso se deve provavelmente a
ranhuras na superficie do cristal de ZnSe e a provavel umidade presente nas amostras que
produz a banda proxima a 1700 cm™ e acima de 3500 cm™ referentes ao dobramento H-O-H e
estiramento da ligacdo OH da agua *°. Nota-se também que os espectros de xilitol e eritritol
no NIR e no MIR sdo muito similares ao espectro do reagente padrdo, o que é indicativo da

maior pureza desses edulcorantes.
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Figura 18. Espectros médios no NIR das marcas de treinamento juntamente com espectro do reagente

padrdo em azul. a) Eritritol, b) Xilitol, c) Stévia.
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Figura 19. Espectros médios no MIR das marcas de treinamento juntamente com espectro do reagente

padrdo em azul. a) Eritritol, b) Xilitol, c) Stévia.

Além da maior similaridade espectral entre padrdo e amostras, para xilitol e
eritritol foi possivel obter uma amostragem que fosse mais representativa, visto que o espectro
se manteve sem mudangas significativas, mesmo com diferentes marcas e até diferencas no
tamanho de particula, ja que as amostras de xilitol possuiam no conjunto de treinamento

amostras refinadas e amostras do tipo cristal (Figura 20).
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Figura 20. Amostras de treinamento de xilitol, marca 5 do tipo cristal (superior) e marca 8 do tipo
refinada (inferior).

Para a stévia pode-se observar a existéncia de bandas espectrais diferentes (7c e
8c) entre os espectros do reagente padréo e entre as diferentes marcas. ISso ocorre porque esse
edulcorante € o Unico dos trés analitos que é composto por varias moléculas, os glicosideos de
esteviol. O teor dessas moléculas nos extratos de Stevia rebaudiana Bertoni pode variar por
diferencas no cultivo, colheita da planta e também de acordo com o método de extracédo
empregado®®®’. Por esse motivo ha uma heterogeneidade nas amostras desse edulcorante que
exibem ndo s6 aspectos fisicos distintos (Figura 21) mas também ndo possuem um Unico
perfil espectral, o que torna a classificacdo one-class mais desafiadora. Ainda assim, a
selecdo de regido espectral e a utilizagdo de padrdes virtuais auxiliou na modelagem dos

dados de stévia, conforme sera detalhado nas se¢des seguintes.
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Figura 21. Amostras de treinamento de stévia, marca 14 (superior) e marca 15 (inferior).

4.3 USO DOS PADROES VIRTUAIS E CONSTRUC}AO DO MODELO DD-
SIMCA

A Tabela 5 apresenta 0 desempenho dos modelos DD-SIMCA, em termos da

taxa de eficiéncia, com e sem o uso de padrdes virtuais. De forma geral, foi observado um

aumento nas taxas de eficiéncia com o uso de padrdes virtuais.
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Tabela 5. Taxas de eficiéncia dos modelos com e sem a utilizacdo de amostras virtuais.

Classe de Regido do Amostras Taxa de eficiéncia
edulcorante infravermelho virtuais (%)
Eritritol NIR Né&o 67,6
Eritritol NIR Sim 95,9
Eritritol MIR Né&o 90,0
Eritritol MIR Sim 98,0
Stévia NIR Né&o 60,5
Stévia NIR Sim 76,8
Stévia MIR Né&o 87,3
Stévia MIR Sim 90,3
Xilitol NIR Né&o 98,3
Xilitol NIR Sim 97,5
Xilitol MIR Né&o 0,0
Xilitol MIR Sim 94,5

Como exemplo para justificar e detalhar esse resultado serd utilizado o
conjunto de dados de eritritol obtidos no NIR. A Figura 22 apresenta espectros de treinamento
reais em azul, espectros de treinamento virtuais em ciano e espectros de validacdo de eritritol
em vermelho. Comparando-se a Figura 22a e 11b pode-se observar um aumento da disperséo
proporcionada pelas amostras virtuais. Devido a isso, ambos os limites de aceitacdo e de
outliers aumentaram e a area de aceitacdo do modelo DD-SIMCA se expandiu. 1sso pode ser
demonstrado pela comparacdo das figuras 22c e 22d, em que as amostras reais proximas ao
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limite de aceitacdo na Figura 22c séo deslocadas para baixo no gréfico de aceitacdo da Figura

22d, os limites no grafico porém ndo mudam visto que 0s eixos sdo normalizados por ho e vo.
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Figura 22. Conjuntos de treinamento e validagdo de eritritol no NIR: a) Espectros reais de treinamento
em azul e espectros auténticos de validagdo em vermelho. b) Incluséo dos espectros virtuais de treinamento em

ciano. Gréficos de aceitagdo de treinamento de eritritol: ¢) Amostras reais d) Amostras reais e virtuais.

Como resultado obteve-se a diminui¢cdo da TFN para todos os edulcorantes,
tanto no NIR quanto no MIR. Para o eritritol no NIR, a reducdo de TFN contribuiu para um
aumento de quase 30% da TEF. Entretanto, como desvantagem da expansdo, amostras ndo
auténticas, anteriormente classificadas corretamente, ultrapassaram o limite de aceitacdo para
alguns casos, resultando em um aumento na TFP. Essa situacdo foi observada para stévia e
xilitol no NIR com aumento de TFP para 40% e 8%, respectivamente. Apesar disso,
considerando todos os edulcorantes, a inclusdo de padrdes virtuais resultou em menores erros

de classificacdo. Ademais, dado o contexto de andlise forense, a reducdo da TFN foi
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priorizada porgue diminui a probabilidade de classificar indevidamente uma amostra auténtica
como ndo auténtica, conclusdo que em um caso real de fiscalizacdo poderia levar a autuar
uma marca por comercializar produtos fora da conformidade ou n&o auténticos.

Para a construcdo dos modelos DD-SIMCA, o nimero de componentes
principais foi escolhido de forma a minimizar o niUmero de amostras extremas no conjunto de
treinamento (nimero de falsos negativos). Duas PCs foram suficientes para xilitol e eritritol,
ja para a stévia, foram necessérias trés PCs, devido a variabilidade na composi¢cdo dos

glicosideos de esteviol. Todos os modelos foram construidos a um nivel de confianca de 99%.

4.4 RESULTADOS DA CLASSIFICA(;AO DE EDULCORANTES POR NIR

A Figura 23 mostra 0s espectros médios na regido do NIR de eritritol, xilitol e
stévia pré-processados com SNV. Diferencas nas bandas podem ser observadas em 1200 nm
(segundo overtone da ligagdo C-H), proximo de 1400 nm (combinagdo do primeiro overtone
das ligacbes CH, CH, e CHs) e em 1600 nm (primeiro overtone da ligacio CH,) *°.
Observando todo o conjunto de dados notou-se que 0s extremos dos espectros apresentaram
maior variacdo aleatoria e risco de saturacdo de sinal (extremos inferior e superior),
respectivamente. Por essas razdes, para minimizar os erros de classificacdo, a regido entre 995
e 1440 nm foi escolhida para a analise. Além disso, pode-se observar a inexisténcia de bandas
caracteristicas para cada um dos analitos, o que impede a aplicacdo de uma andlise univariada.
Contudo, apesar dessa sobreposicdo de sinais, 0s espectros apresentam diferencas
significativas que sugerem que uma andlise multivariada deve distinguir facilmente esses

edulcorantes.

49



2.5 T

\
1440 nm // \

-
(42}

T

I

-
T
1

Absorbéancia normalizada
o
(6]
T
1

oh 1200 nm / .
"\ 2
/
05\ /N —/ i
A /'( NS= ~
\ 7_’7__77/:.
4l >~ Eritritol ||
. - Stévia
Xilitol

_15 1 1 1 L 1 1 1

'900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700
Comprimento de onda (nm)

Figura 23. Espectros de treinamento médios no NIR.

Os graficos de aceitacdo das matrizes de treinamento sdo apresentados na
Figura 24. Apenas o eritritol apresentou um espectro anémalo (outlier) que foi excluido do
modelo. Observa-se que as amostras reais em azul escuro estdo concentradas na parte inferior
do gréafico e que as amostras virtuais em azul claro ampliaram bastante o limite de aceitagdo

(linha verde) por apresentarem maior dispersdo e consequentemente maiores T2 e Q.
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Figura 24. Gréficos de aceitacdo dos conjuntos de treinamento no NIR. Em azul escuro amostras de

treinamento reais, em ciano amostras de treinamento virtuais.

Como descrito anteriormente, o primeiro teste de validagdo do modelo DD-
SIMCA de cada analito consistiu em analisar as amostras de treinamento dos outros dois
analitos. Como essas matrizes sdo compostas por amostras puras de edulcorantes comerciais,
e 0s espectros sdo relativamente diferentes (Figura 23), essa validacdo corresponde a situacao
mais simples. Por essa razéo, ndo foram observados erros falso positivo (Figura 25), todas as
amostras foram corretamente classificadas como ndo auténticas para todos os edulcorantes
naturais. No conjunto de stévia € possivel ver a divisdo de dois grupos de amostras em que 0
mais distante é o de eritritol e 0 mais proximo do limite de aceitacdo € o grupo de amostras de

xilitol. Essa maior distdncia das amostras de eritritol pode ser atribuida a maior diferenca
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espectral em relacdo as amostras de stévia, principalmente na regido proxima a 1440 nm
(Figura 23).
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Figura 25. Gréaficos de aceitagdo da matriz de validacéo 1 no NIR.

A Figura 26 apresenta os graficos de aceitacdo do conjunto de validacdo 2,
composto por amostras adulteradas. Esse foi o Unico conjunto de validacdo que apresentou
erros de falso positivo no NIR. De forma geral, os resultados confirmaram a tendéncia
esperada de que a medida que a concentracdo do adulterante aumenta, maior € a probabilidade

da amostra ser considerada um verdadeiro negativo e ter uma maior distancia do limite de
aceitacéo da classe alvo.
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Figura 26. Gréafico de aceitagdo da matriz de adulteracdo no NIR. Amostras adulteradas com

acessulfame-K (), sacarina (X) e sacarose(3)

Por ndo possuir um perfil espectral Gnico, a stévia foi a classe com piores
resultados dessa matriz de validacdo, com TFP de 60%. Devido a maior variacdo existente
entre as marcas do conjunto de treinamento tem-se um limite de aceitacdo mais amplo, que
acaba permitindo que as concentragdes menores de adulterante sejam classificadas como
auténticas ou positivo. Metade das amostras adulteradas com sacarina e acessulfame-K
apresentaram erros de falso positivo. Especificamente, as amostras com ACS nos trés
primeiros niveis de concentracdo, isto €, 10 a 30 % (m/m), de perfil espectral pouco distinto
do edulcorante puro (Figura 27a). Também foram incorretamente classificadas amostras com
SAC a 7,5, 15 e 22,5% (m/m), apesar da existéncia de bandas diferentes nas amostras
adulteradas (Figura 27b). As demais adulteracdes de stévia foram se distanciando da area da
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aceitacdo conforme a concentracdo de adulterante aumentava. Destaca-se que foram
adulteradas diferentes marcas de treinamento de stévia, a marca 14 foi adulterada com ACS e
a marca 15 foi adulterada com SAC, por essa razdo os espectros puros da Figura 27 sdo

distintos.

Absorbancia normalizada

1 L L 1 ! 1 1

-1.5
900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700

Comprimento de onda (nm)

05}

Absorbancia normalizada

051 I"‘. /\[\ by

1F 3 _/""""‘—./

1 1 I 1

900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700
Comprimento de onda (nm)

1

Figura 27. Espectros no NIR do edulcorante de stévia puro (preto) e das misturas adulteradas com a)
ACS e b) SAC.

Todas as amostras de eritritol adulteradas ficaram fora da area de aceitacdo.

Por ser o edulcorante com perfil espectral mais bem definido, qualquer alteracdo na
composi¢do da amostra consegue ser identificada pelo modelo. J& o xilitol apresentou TFP de
27%, sendo que todos os erros se concentraram no adulterante sacarose. Portanto, todas as
amostras de xilitol e eritritol adulteradas com ACS e SAC foram corretamente classificadas,
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inclusive as que continham baixas concentra¢des de SAC e ACS, como 0,02% (m/m) de SAC
e 0,04% (m/m) de ACS. Contudo, como o espectrofotdmetro NIR nédo é capaz de identificar
reagentes com concentracdes tdo baixas, atribui-se esse resultado a presenca do SiO», que
completa a massa dessas amostras adulteradas com ACS e SAC. Conforme mostram as
Figuras 28 e 29, as amostras adulteradas com SAC e ACS apresentam uma banda préxima a
1420 nm, comparando-se esses espectros com o do didxido de silicio na Figura 30, vé-se que
essa € uma banda caracteristica dessa molécula. Portanto, a banda de SiO2> em 1420 nm é a
responsavel pela identificagdo de amostras ndo puras de eritritol e xilitol contendo SAC ou
ACS e SiOy,
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Figura 28. Espectros no NIR do padréo de eritritol (preto) e das misturas adulteradas com a) ACS, b)

SAC e c) Sacarose.
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Figura 29. Espectros no NIR do padrdo de xilitol (preto) e das misturas adulteradas com a) ACS, b)
SAC e c) Sacarose.

Ja o falso positivo da sacarose nas amostras de xilitol, ¢ explicado ao se
comparar os perfis espectrais de xilitol e dos adulterantes. Na Figura 30 é possivel ver que o
ACS apresenta bandas em 1200 e 1400 nm que diferem muito dos sinais de xilitol, a SAC

também apresenta um sinal distinto e intenso proximo a 1150 nm. J& a sacarose possui um
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espectro mais semelhante ao do xilitol na regido entre 995 e 1440 nm, o que facilita a

ocorréncia de erros FP em menores concentracdes desse adulterante.
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Figura 30. Espectros de xilitol e seus adulterantes no NIR.

Na matriz de validacéo 3, apenas o xilitol ndo apresentou erros FN (Figura 31).
Esse resultado provavelmente se deve a esse edulcorante ter um conjunto de treinamento com
maior numero de marcas e que ainda possui duas formas de apresentacéo, refinadas e cristal.
Logo, as amostras de treinamento foram capazes de englobar a variabilidade das amostras de

validag&o auténticas.
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Figura 31. Gréfico de aceitacdo da matriz de validacdo 3 no NIR: as amostras da classe-alvo em azul e

as amostras de outras classes em vermelho.

O eritritol apresentou TFN de 8% enquanto que a stevia apresentou uma TFN
de quase 36%, o que se justifica pela heterogeneidade das amostras de stévia em razdo da
variedade de glicosideos de esteviol como descrito na se¢do 4.1. Portanto, para o edulcorante
stévia é necessario a inclusdo de um ndmero maior de marcas na fase de treinamento para

garantir que a variabilidade presente nas diferentes marcas existentes no mercado estejam
contempladas na base de dados do modelo.

45 RESULTADOS DA CLASSIFICACAO DE EDULCORANTES POR MIR
Para as matrizes de stévia a regido de fingerprint de 800 a 1500 cm™ (Figura
32) foi selecionada, ja nas matrizes de xilitol e eritritol, foi selecionada a regido 986 a 1440
cm* por apresentar uma maior concordancia entre os espectros das marcas utilizadas na fase
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de treinamento e maior distin¢do entre os espectros desses edulcorantes com os outros analitos

e adulterantes avaliados.

-
Eritritol
S —— Stévia | |
© Xilitol
S50 ||
= |
2 4r I
S0
3
.§ | 'l\ ]
§ \'l | \f" 1
3 11 \J i ; 1
< Vh Jb“ix)l“' ‘ﬂ ."‘.‘ i
o MU ey A28
e ‘Mﬂi‘:‘m/f_"ﬁ \\?&M
A1+t ]

1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Numero de onda (cm-")

Figura 32. Espectros dos adocantes no MIR, em destaque, regido fingerprint.

Na figura 33 é possivel observar as bandas distintas dos edulcorantes. Eritritol
apresenta absorbancia intensa proximo a 960 cm™ e dois sinais em 1050 e 1071 cm
(estiramento C-C-O). A stévia possui um sinal intenso em 1050 cm ! proveniente de
estiramento assimétrico C-O-C-O-C e o xilitol tem picos de alta absorbancia proximo a 1000
cm ! e duas bandas em 1100 cm ! (estiramento C-C-0)8. Como esperado, a distingdo entre

0s espectros dos trés analitos na regido do MIR é bem mais nitida do que a observada no NIR.
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Figura 33. Espectros médios do conjunto de treinamento no MIR de eritritol, stévia e xilitol na regido de

fingerprint.

Os gréaficos de aceitacdo do conjunto de treinamento sdo apresentados na
Figura 34. Nenhum edulcorante apresentou amostras andmalas. Diferentemente do NIR, nota-
se que aqui ha mais amostras reais (azul-escuro) classificadas como extremas (amostras fora
da area de aceitagdo mas que nédo sdo outliers), sugere-se que isso se deve ao maior ruido do
equipamento MIR. Como informado anteriormente, esse maior ruido se deve provavelmente a

ranhuras no cristal de ZnSe do acessorio de ATR.

61



5 Conjunto de treinamento de eritritol 25 Conjunto de treinamento de stévia

In(1+vivy)

In(1+vlv0)

0 05 1 15 2 25
In(1+h/h,)

25 Conjunto de treinamento de xilitol

. A
FORERT AV A
7 ANHV/ LA AT LA
LY
NS

In(1+hrhy)

Figura 34. Gréficos de aceita¢do dos conjuntos de treinamento no MIR. Em azul escuro amostras de

treinamento reais, em ciano amostras de treinamento virtuais.

Todas as amostras de validagdo 1, isto €, amostras de treinamento da classe

ndo-alvo, foram corretamente classificadas fora da area de aceitacdo (Figura 35), como
esperado pela selecdo da regido espectral.
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Figura 35. Gréfico de aceitacdo da matriz de validacdo 1 no MIR.
No conjunto de adulteracdo, somente as amostras de stévia apresentaram erros
FP (Figura 36), com 50% das amostras adulteradas classificadas incorretamente como

auténticas, sendo as misturas com ACS de 10 a 40% (m/m) e a mistura menos concentrada de
SAC, 7,5% ( m/m).
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Figura 36. Grafico de aceitagdo da matriz de adulteracdo no MIR. Amostras adulteradas com

acessulfame-K (%), sacarina (X) e sacarose ().

Nota-se na Figura 37 que a adicdo de ACS a amostra de stévia ndo alterou o

perfil espectral do edulcorante, ja o adulterante SAC, foi capaz de mudar a banda mais intensa

da stévia na regido fingerprint em 1000 cm™, por isso misturas com ACS tiveram maiores

resultados FP comparadas as misturas com SAC.
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Figura 37. Espectros no MIR do padrao de stévia (preto) e das misturas adulteradas com a) ACS e b)
SAC.

Por outro lado, todas as amostras de xilitol e eritritol adulteradas foram
corretamente identificadas pelo modelo proposto em toda a faixa de concentragéo estudada.
Ressalta-se porém que na Figura 36 as amostras de eritritol com sacarose na concentracdo 7%
(m/m) ficaram mais proximas do limite de aceitacdo, o que indica que amostras com uma
concentracdo menor de adulterante poderiam ser aceitas. Pela Figura 38 pode-se observar que
tanto a SAC quanto o ACS adicionados causaram mudancas espectrais nas duas bandas mais
intensas de eritritol em 1051 cm™ e 1077 cm™ referentes ao estiramento C-C-O. Contudo,
como destacado anteriormente, essas mudancas se devem provavelmente a presenca do SiOa.

Jé a sacarose adicionada ndo alterou as bandas mais intensas do eritritol na regido selecionada,
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porém foram responsaveis pelo surgimento de bandas menos intensas como em 1130 cm?
(Figura 38c).
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Figura 38. Espectros no MIR do padrdo de eritritol (preto) e das misturas adulteradas com a) ACS, b)

SAC e c) Sacarose.
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Para o xilitol, nos espectros das amostras contendo sacarose surgiram novas
bandas intensas em 1050 cm™ e 988 cm™, que podem ser associadas ao estiramento de
ligagces C-C e C-O*°. Nas amostras que continham SAC e ACS houve supressdo de uma das
bandas em 1000 cm™ (Figura 39).
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Figura 39. Espectros no MIR do padréo de xilitol (preto) e das misturas adulteradas com a) ACS, b)
SAC e c) Sacarose.
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Na matriz de validacdo 3, que continha amostras de classe-alvo e de outras
classes, 0s conjuntos de stévia e eritritol tiveram erros de FN, com TFN de 14% e 17%

respectivamente. Ja o xilitol apresentou FP de 10% nesse conjunto (Figura 40).
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Figura 40. Gréfico de aceitagdo da matriz de validagdo 3 no MIR: amostras da classe-alvo em azul e

amostras de outras classes em vermelho.

Comparando os resultados obtidos no infravermelho proximo e no médio
(Tabela 6), é possivel constatar que os resultados sdo semelhantes para o xilitol e o eritritol,
porém, a regido do infravermelho médio apresentou resultados muito superiores de
modelagem DD-SIMCA para a stévia, ao que parece, as vibra¢fes fundamentais nessa regido
do infravermelho mostraram-se essenciais para diferenciar esse edulcorante natural dos outros
analitos.

Dessa forma, para identificar adulteracdes nos edulcorantes eritritol e xilitol,

ambas as técnicas de infravermelho proximo e médio combinadas ao DD-SIMCA mostraram-
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se excelentes, ja para a stévia a melhor alternativa para a constru¢cdo do modelo é a obtengéo

de espectros no infravermelho médio.

Tabela 6. Figuras de mérito do modelo no NIR e MIR.

Regiédo no
Edulcorante TEN* (%) TFP* (%) TEF (%)
Infravermelho

NIR 8 0 95.9

Eritritol
MIR 3.8 0 98.0
_ NIR 22.1 4.5 76.8

Stévia
MIR 13.7 35 90.3
NIR 0 2.9 97.5

Xilitol
MIR 0 5.3 94.5

*Valores calculados somando todas as amostras de validago.
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5. CONCLUSOES

Os resultados apresentados indicam o potencial da autenticacdo de eritritol,
xilitol e stévia utilizando espectroscopia no infravermelho combinada ao DD-SIMCA. Com a
selecéo espectral adequada e o uso de padrdes virtuais para aumentar a representatividade do
conjunto de treinamento, as taxas de eficiéncia do modelo atingiram 97%. Amostras de
eritritol e xilitol apresentaram perfil espectral consistente e muito similar ao reagente padrao
de pureza 99,0%, indicando que essas amostras comerciais apresentam uma pureza elevada.
No entanto, o edulcorante stévia apresentou espectros distintos por ser o Unico dos trés
edulcorantes composto de um conjunto de moléculas as quais tém teor variavel conforme as
condicdes de cultivo e extracao.

Amostras de stévia adulteradas com ACS nas concentragdes 10 a 30 % (m/m) e
SAC nas concentracbes 7,5, 15 e 22,5% (m/m) apresentaram erros de falso positivo tanto no
NIR como no MIR, porém o modelo conseguiu identificar adulteragfes nesse edulcorante em
concentracBes mais altas. Esse resultado mostra que a deteccdo de adulteracGes em stévia é
mais dificil devido a variacdo na composicdo citada anteriormente.

Com os poliois xilitol e eritritol, a grande maioria das amostras adulteradas foi
identificada corretamente pelos modelos. No NIR, todas as amostras de eritritol foram
corretamente classificadas com todos os adulterantes, enquanto amostras de xilitol
apresentaram erros apenas quando adulteradas com sacarose nas concentracfes de 10 a 40%
(m/m), devido a similaridades nos espectros. No MIR ndo houve erros de falso positivo
inclusive nas concentragfes mais baixas de adulterante utilizadas, por exemplo: 0,02% de
SAC em eritritol, 0,04% de ACS em eritritol, 0,02% de SAC em xilitol e 0,04% de ACS em
xilitol. Esse resultado mostra que o limite de deteccdo do método para esses adulterantes esta
abaixo dessas concentraces.

Uma vez que as amostras adulteradas com maior concentragéo de acessulfame-
K, sacarose e sacarina foram classificadas como ndo auténticas, conclui-se que essa
abordagem inovadora € capaz de identificar a adulteracdo dos edulcorantes naturais.

Além disso, tendo em vista apenas as taxas de eficiéncia da modelagem DD-
SIMCA dos trés analitos, 0 MIR se mostra superior ao NIR. Entretanto, considerando também
0 custo e a portabilidade do equipamento para as medidas, o NIR seria muito mais vantajoso,

afinal, a perda de eficiéncia € significativa apenas para o0 edulcorante stévia.
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