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Resumo: A adulteracdo de alimentos é uma pratica fraudulenta aplicada desde os tempos remotos, e
um dos principais alvos é o azeite de oliva extravirgem (AOEV). Entre os potenciais adulterantes do
AOEV esté o 6leo de soja. Em geral, para identificar adulteragbes em AOEV sdo utilizadas técnicas
classicas como a cromatografia a gas, no entanto, técnicas alternativas, principalmente com menor
valor comercial, e que fornegam uma resposta rapida, in loco, e de carater ndo destrutivo, como a
espectroscopia Raman que combinada a anélise de dados multivariados, vém sendo empregadas para
auxiliar no controle de qualidade do AOEV. Assim, no presente estudo utilizou-se um espectrémetro
Raman portatil e métodos multivariado de dados para quantificar 6leo de soja em amostras de AOEV
apreendidas pela Policia Civil do estado do Espirito Santo. Para isso, foram propostos trés modelos:
Partial least square (PLS) sem pré-tratamento, PLS com Multiplicative Scatter Correction (MSC) e
PLS com Standard Normal Variate (SNV). Entre estes, 0 modelo PLS com o SNV apresentou menor
erro de predicdo e maior linearidade dos dados, tanto de calibracdo (0,9985) quanto de predicdo
(0,9842), e baixos limite de deteccdo (1,8031 wt%) e quantificacdo (6,0104 wt%). Os principais
coeficientes positivos e negativos para quantificacdo de 6leo de soja observados foram as bandas 1266
cm? e 1656 cm; e as bandas 1440 cm™ e 1302 cm™?, respectivamente. Por fim, foi possivel verificar a
presenca do adulterante 6leo de soja (com uma porcentagem média de 94,5 wt%) em 59 exemplares
das cinco diferentes marcas.

Palavras-chave: apreensdo; quimiometria; adulteracdo; alimento; Raman portatil.

Abstract: Food adulteration is a fraudulent practice applied since ancient times, and one of the main
targets is extra virgin olive oil (EVOQ). Among the potential adulterants of EVOO is soybean oil. In
general, classical techniques such as gas chromatography are used to identify adulterations in EVOO,
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however, alternative techniques, mainly with less commercial value, and that provide a quick, in loco,
and non-destructive response, such as Raman spectroscopy which combined with multivariate data
analysis have been used to assist in the quality control of EVOO. Thus, in the present study, a portable
Raman spectrometer and multivariate data methods were used to quantify soybean oil in EVOO
samples seized by the Civil Police of the state of Espirito Santo. For this, three models were proposed:
Partial least square (PLS) without pre-treatment, PLS with Multiplicative Scatter Correction (MSC),
and PLS with Standard Normal Variate (SNV). Among these, the PLS model with the SNV showed a
lower prediction error and greater data linearity, both for calibration (0.9985) and prediction (0.9842),
and low detection limits (1.8031 wt%) and quantification (6.0104 wt%). The main positive and
negative coefficients for the quantification of soybean oil observed were the bands 1266 cm-1 and
1656 cm™; and the bands 1440 cm™ and 1302 cm™, respectively. Finally, it was possible to verify the
presence of the adulterant soybean oil (with an average percentage of 94.5 wt%) in 59 copies of the

five different brands.

Keywords: seizure; chemometrics; adulteration; food; Portable Raman.

1 INTRODUCAO

Desde os tempos mais remotos a
adulteracdo dos alimentos esteve presente
no cotidiano da populagdo. Os principais
alvos dessa pratica fraudulenta sdo os
produtos de alto valor agregado, como por
exemplo o azeite de oliva extravirgem
(AOEV). Originado da oliveira Olea
europaea L., o AOEV é um alimento
presente na culinaria mundial, tendo seus
primordios na regido da antiga
Mesopotamia (destacando Tunisia, Egito e
Siria) (JUNIOR et al., 2009).

O grande valor nutracéutico
somado com o complexo processo de
fabricacdo faz com que o AOEV apresente
um alto valor comercial. Além disso, o
cultivo da oliveira Olea europaea L. ocorre
em condic¢des climaticas bem especificas,
fazendo com que poucos paises sejam
capazes de produzir o azeite em larga
escala. Nesse cenario, um dos principais
importadores do azeite é o Brasil (AUED-
PIMENTE et al., 2017;
INTERNATIONAL OLIVE OIL
COUNCIL, 2020).

De acordo com o MAPA
(Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento), o0 AOEV deve apresentar
caracteristicas fisico-quimicas bem
delimitadas para sua classificagdo. Alem
disso, € proibido a mistura do produto com
qualquer outro tipo 6leo vegetal. (DUTRA,
DUARTE e SOUZA, 2014; BRASIL -
Ministério da Saude, 2005).

A facilidade de homogeneizacdo e
0 baixo custo fazem com que os O6leos
provenientes de outros grdos sejam 0S
principais adulterantes do AOEV. No
Brasil, a alta producdo do 6leo de soja e,
consequentemente, o0 baixo custo de
mercado fazem com que esse 6leo seja
utilizado nas praticas fraudulentas.
(AUED-PIMENTEL, et al, 2017
ARLORIO et al., 2010).

Em geral a verificacdo da pureza do
AOEYV pode ser realizada por uma série de
equipamentos classicos, como
cromatografia a gas (CG) ou cromatografia
liquida (CL), (YANG, et al., 2013;
CARRANCO, et al., 2018) instrumentos
gue podem demandar um alto investimento
tanto para aquisicdo, como para
manutencdo (consumo de solventes e gases
(CG)), além do possivel dispendioso tempo
de preparo de amostra. Assim, torna-se
necessario a utilizacgdo de técnicas
analiticas confidveis, robustas, rapidas e
menos  custosas para auxiliar na
identificacdo de adulteracbes em AOEV.
(CODEX ALIMENTARIUS, 2015;
FRANKEL, 2010).

Nesse cenario, as  técnicas
espectroscopicas, como a espectroscopia
na regido do infravermelho proximo, do
inglés Near Infrared Spectroscopy (NIR) e
Raman vém ganhando relevancia em
pesquisas envolvendo alimentos. Uma das
vantagens de utilizar a espectroscopia
Raman em analises forenses é o fato da
molécula de agua ser inativa e nao
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apresentar banda de absor¢cdo Raman.
(LOHUM I et al., 2015)

Desenvolvido pelo cientista indiano
Venkata Raman em 1928, a espectroscopia
Raman € baseada no movimento
vibracional molecular. Ao irradiar a
amostra por um feixe luminoso, uma
pequena parte da radiacao é espalhada com
energia diferente da energia incidente. O

espalhamento inelastico, assim
denominado, fornece a energia
fundamental vibracional molecular,

possibilitando identificar os compostos
quimicos presentes na amostra. Cerca de
99,999% da radiacdo é espalhada sem
variacdo da energia incidida de forma
elastica, ndo fornecendo informacédo
quimica da amostra. Assim, como é
necessario, uma fonte energética intensa
para identificar o  fendbmeno, a
espectroscopia Raman foi popularizada
com o desenvolvimento do laser em 1960
(KAUFFMANN, KOKANYAN,
FONTANA, 2019; BUMBRAH,
SHARMA, 2016; SHIPP, SINJAB,
NOTINGHER, 2017).

Além disso, 0S avancos
tecnoldgicos  também  permitiram a
miniaturizacdo e  portabilidade  dos
instrumentos analiticos, como a prépria
técnica Raman. Os primeiros dispositivos
portateis foram desenvolvidos nos anos de
1990, sendo utilizados em larga escala na
identificacdo de explosivos ap6s os ataques
do World Trade Center, em 2001
(CROCOMBE, 2018).

Outra caracteristica proveniente do
desenvolvimento da tecnologia é a grande
guantidade de dados obtidas pelas analises.
Assim, a necessidade de obter as
informagdes em meio ao grande nimero de
dados fez com que uma area da quimica,
em conjunto com a estatistica e
computagdo, originassem uma nova area
da ciéncia: a Quimiometria (BARROS
NETO, SCARMINIO, 2006).

As areas da Quimiometria, com
grande destaque em analises quimicas sao:
reconhecimento de padrdes, tendo a analise
por componentes principais, do inglés
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Principal Componentes Analysis (PCA)
como método muito difundido, bem como
a calibracdo multivariada, utilizando a
resposta  instrumental para predizer
diferentes grandezas, tendo a regressao por
minimos quadrados parciais, do inglés
Partial least square (PLS) como principal
ferramenta.

Antes de realizar as técnicas
quimiomeétricas, os dados passam por
tratamentos matematicos, a fim de eliminar
respostas ruidosas e informacdes que néo
seréo utilizadas na modelagem
computacional. Entre 0S pré-
processamentos mais utilizados, de acordo
com a literatura, destacam-se o Standard
Normal Variate (SNV) e o Multiplicative
Scatter Correction (MSC), utilizados para
reduzir o efeito de espalhamento
indesejavel (SOUZA, POPPI, 2012;
FERREIRA et al., 1999).

Nesse sentido, o presente trabalho
tem como objetivo identificar e predizer a
concentracdo de o6leo de soja em 59
amostras de AOEV comerciais de cinco
marcas apreendidas pela Policia Civil do
estado do Espirito Santo no ano de 2019
utilizando a espectroscopia Raman e
anélise de dados multivariados, bem como
propor esta metodologia para controle de
qualidade de amostras de AOEV.

2 REFERENCIAL TEORICO

As pesquisas envolvendo o AOEV
vém ganhando relevancia nos ultimos
anos. As propriedades nutracéuticas,
somadas as fraudes envolvendo o azeite,
fazem com que as novas técnicas sejam
utilizadas para facilitar e acelerar os
processos de analise da qualidade do azeite
(LI etal., 2020).

Os 4cidos graxos que compdem o
AOEYV sdo estruturas de cadeias carbonicas
longas, geralmente apresentando entre 16 e
18 carbonos, podendo ser saturados ou
insaturados. Esses 4&cidos correspondem
em até 1% de todo o0 AOEV, em massa. Os
principais &cidos graxos presentes no
azeite de oliva extravirgem estdo
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apresentados na Figura 1. (BOSKOU,
BLEKAS, TSIMIDOU, 2006)

Figura 1: Principais &cidos graxos de azeite
de oliva extravirgem: (A) &cido oleico, (B)
acido linoleico, (C) &cido palmitico, (D)
acido linolénico, (E) acido palmitoleico (E)
e (F) acido estearico.

Fonte: Adaptado de Boskou, Blekas, Tsimidou,
(2006).

Em algumas regides, de acordo
com as condicdes do plantio, o azeite tende
a possuir uma concentra¢do maior de acido
linoleico e menor proporcdo de acido
oleico, como por exemplo ocorre na
Tunisia. Em outros paises, o produto pode
possuir maior concentracdo de &cido
oleico. De acordo com o Conselho
Oleicola Internacional, juntamente com a
Codex Alimentarius, existem proporcoes
aceitaveis para os diferentes &cidos
carboxilicos no azeite de oliva
extravirgem, conforme pode ser conferido
na Tabela 1. Tal 6rgdo também limita a
concentracdo de compostos de isomeria
trans no azeite, sendo essa concentracdo
inferior a 0,05% em &cidos contendo 18
carbonos de até trés insaturagcdes. As
mesmas propor¢des também sdo adotadas
no Brasil, conforme a Instrugdo normativa
1/2012, disponibilizada pelo Ministério da
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Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) e pela RDC N° 270 de 22 de
setembro de 2005, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o6rgédos
responsaveis pela fiscaliza¢do da qualidade
desse produto no pais (BOSKOU,
BLEKAS, TSIMIDOU, 2006; BRASIL,
2005; VANSTONE, 2018).

Tabela 1: ProporcGes dos principais acidos
graxos permitidos no azeite de oliva
extravirgem

Acido graxo carb;no insgltura Mi(r:/?ma Mé(;{(i)ma
cOes
Oleico 18 1 55 83
Linoleico 18 2 3,5 21
Palmitico 16 0 7,5 20
Linolénico 18 3 <0.05 1
Palmitoleico 16 1 0,3 3,5
Estearico 18 0 0,5 5

Fonte: BRASIL — ANVISA (2005).

Além da concentracdo dos &cidos
graxos, as proporcdes dos triacilglicerideos
também possuem limites pré-estabelecidos
para que o azeite de oliva extravirgem
possa ser comercializado. Os principais
TAGs que constituem o azeite de oliva
extravirgem sdo formados pelos trés &cidos
oleicos, denominado trioleina (OQO),
correspondendo de 40 a 59% de todos 0s
triacilglicerideos.  Entre  0s  outros
triacilglicerideos em menores proporcdes,
destacam-se o dioleoil-palmitoil glicerol
(POO) em concentragbes de 12 a 20%,
dioleoil-linoleoil-glicerol (OOL) em 12,5 a
20%,  palmitoil-olenoil-linoleoil-glicerol
(POL) em 55 a 7% e dioleoil-estearoil-
glicerol (SOO) em proporcdes de 3 a 7%.
A estrutura da trioleina e dioleoil-linoleoil-
glicerol estd representada na Figura 2.
(MAGGIO, 2014)
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Figura 2: Estrutura dos triciaglicerideos
(A) trioleina e (B) dioleoil-linoleoil-
glicerol.

A)

Fonte: Adaptado de Maggio et al. (2014).

As primeiras pesquisas envolvendo
a espectroscopia Raman juntamente com a
quimiometria na avaliacdo da qualidade do
azeite de oliva foram dos anos 2000.
Davies e colaboradores utilizaram a
espectroscopia Raman com transformada
de Fourier para avaliar a adulteracdo de
AOEV grego por 6leo de soja e dleo de
girassol. Para isso, foi utilizados técnicas
de classificacdo, Soft  Independent
Modeling of Class Analogy (SIMCA) e
predicdo por PLS. Os autores obtiveram
limites de deteccéo inferiores a 2wt% de
adulterante  (DAVIES, MCINTYRE,
MORGAN, 2000).

Em 2001, Yang e Irudayaraj
avaliaram diferentes técnicas
espectroscopicas para quantificar 6leo de
bagaco de azeite em AOEV. Para isso, foi
criada uma curva de calibragdo com 21
diferentes pontos, de 0 a 100 wt% com o
incremento de 5wt%. A espectroscopia
Raman apresentou melhores figuras de
mérito, com erro abaixo de 1,5 wt% e
coeficiente de correlagdo de 0,997 (YANG,
IRUDAYARAJ, 2001).

Heise e colaboradores (2005)
utilizaram a espectroscopia Raman com
transformada de Fourier para quantificar
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Oleo de girassol em AOEV. Os autores
utilizaram selecdes de varidveis espectrais
para reduzir a quantidade de dados a serem
processados, aléem de melhorar a
capacidade preditiva do modelo. A técnica
de selecdo para o estudo foi a Tabu search,
obtendo erro de predicdo de 1,4 wt%.
(HEISE et al., 2005)

Zhang e colabradores (2011)
utilizaram um  instrumento  portatil
equipado com laser de diodo para
quantificar diferentes adulterantes, como
6leo de soja, girassol e milho em AOEV. O
coeficiente de correlacdo das curvas de
predicdo foram de 0,9956, 0,9915 e
0,9905, respectivamente, com erro inferior
a 2 wt%. Os autores tambeém destacaram a
variagdo no espectro Raman com as
diferentes concentracBes de outros 0leos
vegetais no azeite de oliva, sendo possivel
observar a maior intensidade da banda de
1266 cm™ a medida que a concentragéo de
adulterantes aumenta. Isso se deve pela
espectroscopia Raman ser diretamente
proporcional a  concentragdo  dos
compostos ativos. A regido de 1266 cm™ é
caracterizada pelo modo vibracional de
insaturagdo na cadeia carbonica, justificada
pela maior concentracdo de compostos
insaturados nos adulterantes (ZHANG et
al., 2011).

O perfil dos acidos graxos também
foi discutido por Sanchez e colaboradores
(2016). Os autores quantificaram 0s
compostos poli-insaturados em blends de
AOEV com diferentes OGleos vegetais,
possibilitando identificar amostras
fraudulentas por meio da regressdo por
minimos quadrados parciais (SANCHEZ et
al., 2016).

Duraipandian, Petersen, e Lassen
(2019)  desenvolveram  um  estudo
utilizando a técnica espectroscopia Raman
combinada com estatistica multivariada,
para avaliar a autenticidade (pureza) e a
concentragdo de AOEV adulterado com
um ou mais adulterantes (6leos comestiveis
mais baratos), com preparaces de
diferentes concentracbes de AOEV (10-
100% v/v). Como resultado, um banco de
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dados espectral Raman de amostras de 6leo
(214 espectros) foi obtido a partir de 11
misturas binarias (AOEV e 0leo de
canola), 16 misturas ternarias (AOEV, 0leo
de canola e milho) e 44 misturas
quaternarias (AOEV, 6leo de canola, milho
e soja). Além disso, o modelo PLS
forneceu erros quadraticos médios de
3,6%, 2,8% e 4,3%, para 0s conjuntos de
dados de calibracdo binaria, ternaria e
quaternéria, respectivamente, e a pureza
das amostras de AOEV enriquecidas foi
estimada com erro de previséo de 5,2%
para o0 conjunto de dados de calibracdo e
51% para 0 conjunto de teste.
(DURAIPANDIAN, PETERSEN,
LASSEN, 2019).

Utilizaram a espectroscopia Raman
portétil para identificar a adulteragdo de
AOEV. Para isso, avaliaram oito amostras
de AOEV e quatro amostras de o6leos
compostos (misturas de 6leo de soja com
AOEV) de diferentes marcas comerciais.
Os autores construiram curvas analiticas
com diferentes concentragdes, variando de
0 a 100% em peso de Oleo vegetal em
AOEV. Entre os modelos construidos, o
partial least squares by intervals (iPLS)
apresentou  0s  melhores  resultados
analiticos, com R?p de 0,9967 e os erros
médios de predicdo (RMSEP) de 0,0198
wt%, além dos limites de deteccdo e
quantificacdo de 0,9731 e 3,2436 wt%,
respectivamente. Nas amostras comerciais
avaliadas, sete apresentaram concentracfes
de 6leo de soja superiores ao rotulo do
fabricante, indicando assim a adulteracdo
do produto. (BARROS, et al., 2021).

Wu e colaboradores (2023) utilizaram a
combinacdo da espectroscopia Raman
amplificado em superficie e quimiometria
para conduzir analises qualitativas e
guantitativas de plastificantes em AOEV.
Entre os modelos avaliados: partial least
squares discriminant analysis (PLS-DA),
k-nearest neighbours (KNN), e support
vector machine (SVM), o SVM foi
considerado o melhor modelo de
classificagdo, com uma taxa de
classificagdo correta de 100%. Para o
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modelo de predicdo da concentracdo de
plastificante estabelecido por PLS o Rp 2
foi superior a 0,97, e a raiz quadrada média
do RMSEP inferior a 3,632. Além disso, o
método proposto foi validado por GC-MS
usando teste. Assim, os autores concluiram
a eficiéncia da combinacdo da técnica
Raman com quimiometria para
identificacéo e quantificacéo de
plastificantes em AOEV. (WU et al., 2023)

3 PROCESSOS
METODOLOGICOS/MATERIAIS E
METODOS

3.1 AMOSTRAS

A amostra padrdo de AOEV
utilizada para construcdo do modelo
quiomiométrico foi da marca O-live®
(Olisur Del Sur S.A — Santiago, Chile),
uma vez que esta foi aprovada nos ultimos
sete anos em todos os critérios pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), e 0 6leo de soja utilizado foi
da marca Liza® (Cargil Agricola S. A. —
Mairinque, So Paulo). Foram analisadas
59 amostras de AOEV apreendidas pela
policia em diferentes estabelecimentos do
estado do Espirito Santo, pertencentes a
cinco diferentes marcas: Serra de
Montejunto®, Oliveiras do Conde®, Porto
Gallo®, Fazenda Herdade®, e Anna®. As
amostras foram nomeadas de forma
aleatoria, com designacdo de Al (total de
20 amostras), A2 (16 amostras), A3 (5
amostras), A4 (6 amostras), e A5 (12
amostras). Em cada amostra foi realizada a
leitura em triplicata, resultando em 183
espectros das amostras, sendo 177
espectros das amostras apreendidas, trés
espectros do AOEV utilizado como
referéncia, e trés espectros do oOleo de
soja). Todas as analises no espectrometro
Raman ndo necessitaram de preparo. Apés
a aquisicao dos dados foi obtida a média de
cada triplicata, e o célculo da média de
cada amostra apreendida. Os resultados
foram plotados com o software Origin 8.5,
a fim de verificar seus respectivos perfis
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espectrais. Os dados de AOEV e do 6leo
de soja foram utilizados na construcdo da
curva de calibracdo, para quantificacdo do
adulterante (6leo de soja) nas 59 amostras
investigadas.

Para a construcdo da curva de calibracéo,
foram preparadas misturas binarias do
AOEYV utilizado como referéncia e do 0leo
de soja comercial. No total, 19 diferentes
concentracdes foram obtidas, preparadas
em triplicata, obtendo o total de 57
amostras. A massa final de cada amostra
foi de aproximadamente 1 grama. ApoOs
serem pesadas, as amostras foram
homogeneizadas por um vortex e
analisadas em um  acessorio do
equipamento denominado porta vial.

3.2 INSTRUMENTO

A obtencdo dos espectros Raman
foi realizada utilizando o instrumento
portatil CloudMinds Al Raman
Spectrometer XI MR, operando com o
comprimento de onda de 785 nm, e
poténcia variavel do laser de 1 a 500 mW,
com regido espectral de 200 a 1800 cm™. O
aparelho € equipado com laser de diodo,
operando a 785 nm, com resolucdo
espectral de 2 cm®. Sua dimensio é
semelhante a de um smartphone, pesando
cerca de 400 gramas.

Apbs as analises, os dados foram
transferidos do instrumento para o
computador, realizando as anéalises pelo
software Matlab 2013 (Mathworks, EUA)
com PLS toolbox, (WISE et al. 2007), e
Origin 8.5 PRO (Origin Lab Corporation,
EUA).

3.3 REGRESSAO POR MINIMOS
QUADRADOS PARCIAIS

Os 183 espectros foram tratados e
modelados com o objetivo de construir um
modelo robusto e capaz de predizer a
concentracdo de 6leo de soja nas amostras
apreendidas. Antes mesmo de fazer o
modelo, os dados passaram por diferentes
pré-processamentos a fim de eliminar
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efeitos indesejados. Para isso, foram
propostos dois diferentes pre-
processamentos. Primeiramente, o MSC
para realizar a correcao espectral por meio
de um espectro de referéncia. Nesse
método, é realizado um ajuste linear do
espectro, sendo descontados os parametros
lineares e angulares do espectro a ser
tratado. O segundo foi 0 SNV, que realiza
a padronizacdo espectral descontando a
média das absorbancias de cada
comprimento de onda, dividida pelos seus
respectivos desvios padrdes.

Além disso, foi proposto trés
diferentes modelos a fim de verificar qual
melhor se ajustaria com os dados obtidos:
PLS sem pré-tratamento, PLS com MSC e
PLS com SNV. Para isso, foram feitas
misturas binarias AOEV/bleo de soja em
19 diferentes concentracbes em triplicata,
sendo essas 0, 1, 3, 5, 10, 15, 20, 25, 30,
35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 80, 90 e 100
wt% de Oleo de soja, isto é, em razdo
massa sobre massa (wt%). Dos 57 pontos
da curva, 39 foram utilizados para
construir 0 modelo de calibragdo
(totalizando 13 diferentes amostras) e 18
para avaliar o poder de previsdo do
modelo. A divisdo foi realizada pelo
método Kennard-Stone, destinando cerca
de 70% do conjunto amostral para a
calibracdo do modelo e 30% para avaliar a
capacidade preditiva dele (KENNARD and
STONE, 1969; DE SOUSA et al., 2011).

Apbs a separacdo das amostras em
treinamento e teste, € necessario
determinar o numero de fatores que
descreverdo o maximo de informaces
conjuntas entre a resposta espectral com o
método de referéncia. O ndmero de
variaveis latentes, assim denominadas, foi
determinada pela validacao interna (Cross
Validation), pelo método veneziano blind
(k-fold, k=5). Para a determinagdo do
nimero ideal de variaveis latentes
calculou-se a raiz quadrada do erro
quadratico médio de validagdo cruzada, do
inglés Root Mean Square Error of Cross
Validation (RMSECV), com base nos
valores previstos pelo conjunto de
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calibracdo.(DE BLEYE et al,
CONCEICAO et al., 2014).

Para comparar os modelos, foram
utilizadas metricas de validacao, avaliando
a capacidade preditiva deles, como
linearidade dos dados selecionados para
calibracdo (R%c), predicdo (R?p). Os erros
médios de calibracdo (RMSEC) e RMSEP
também foram calculados, além dos limites
de quantificacdo (LQ) e deteccdo (LD),
baseados nos parametros da curva
analitica, conforme as equacdes 1-2 a
sequir (RIBEIRO et al. 2008; DE BLEYE,
2012; WOLD, SJOSTROM, ERIKSSON,
2001).

2012,

LD = 3.36x (equagéo 1)

sensibilidade

LQ = 106x (equagdo 2)

sensibilidade
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A Figura 3 demonstra o espectro
médio do AOEV (A), das cinco marcas de
azeite de oliva comerciais apreendidos (B-
F) e do Oleo de soja (G). E possivel
observar a similaridade dos modos
vibracionais entre todas as amostras. Em
algumas bandas, o Oleo de soja e as
amostras apreendidas apresentam um
padrdo diferente quando comparado ao
AOEV.

As bandas em destaque (1266 e
1656 cm™) possuem uma  maior
intensidade nas amostras de azeite
comercial e no O6leo de soja, quando
comparadas com a amostra de AOEV.
Nessa regido espectral, caracteriza-se 0s
modos vibracionais das insaturagdes, sendo
em 1266 cm? presente a deformagio
angular =C-H, enquanto em 1656 cm™ o
modo vibracional presente é a deformacéo
cis-RHC=CHR. A justificativa para essa
diferenga espectral é a maior concentragéo
de compostos poli-insaturados nos o6leos

Intensidade Raman (U.A.)
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vegetais, como a alta concentracdo de
dioleoil-linoleoil-glicerol e &cidos graxos
com maior nimero de insaturacdes na
cadeia carbbnica. Ja o AOEV, por sua vez,
apresenta a maior concentracdo de
triacilglicerideos monoinsaturados, como a
trioleina e o &cido oleico (ZHANG et al.,
2011; TIRYAKI, AYVAZ, 2017; OMAR
etal., 2012).

Figura 3: Resposta Raman das amostras
analisadas: (A) AOEV, (B-F) amostras
comerciais apreendidas, e (G) 6leo de soja
comercial. A regido em destaque
demonstra as bandas responsaveis pelas
insaturacdes.
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Fonte: Proprio autor

4.2 REGRESSAO POR MINIMOS
QUADRADOS PARCIAIS

Os resultados dos modelos PLS
com os diferentes pré-processamentos
estdo dispostos na Tabela 2. Em cada
modelo proposto foi realizada a validagéo
interna, obtendo assim o nimero 6timo de
varidveis latentes que descrevem as
informacdes obtidas no conjunto de dados.
ApoOs a determinagdo do numero de
variaveis latentes, sequencialmente foram
obtidas as métricas de calibracdo e
predicdo, assim como avaliados 0s erros
sistematicos e tendenciosos.

A partir da avaliacdo dos erros dos
modelos propostos, foi possivel verificar
que ndo ha erro sistematico, uma vez que o

1
1800
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valor de t calculado obtido esta inferior ao
t tabelado. Ainda, o p valor para o teste de
tendéncia também demonstrou ndo haver
erros tendenciosos para 0s modelos
propostos.

Tabela 2: Figuras de mérito dos modelos
utilizados na predicdo de 6leo de soja no
azeite de oliva extravirgem

PLS PLS
Modelo PLS MSC SNV
Namero de variaveis 801 801 801
RMSEC (wt%) 2,0185 1,8047 11,3081
R2c 0,9963  0,9973 0,9985
Bias calibragéo 0 0 0
RMSEP (wt%o) 3,3546 3,064  3,0527
R2p 0,9809  0,9839 0,9842
Bias predicao -0,2632 -0,6129 -0,2856
LD
(Wt%0) 16466  2,0312 11,8031
LQ
(Wt%0) 54887  6,7706 6,0104
Variaveis latentes 4 5 5
T cal Bias 0 0 0
T tab Bias 2,02439 2,02439 2,02439
p valor erro de 0,3736  0,2591 0,4512
tendéncia
Nivel de significancia 0,05 0,05 0,05

Fonte: Préprio autor

A escolha do modelo para avaliar a
concentracdo de 6leo de soja nas amostras
foi aquele que possuiu as melhores
métricas, ou seja, menor erro de predicdo e
maior linearidade dos dados, tanto de
calibracdo (0,9985), quanto de predicdo
(0,9842), além dos baixos limite de
quantificacdo (6,0104 wt%) e deteccdo
(1,8031 wt%). Com isso, utilizou-se o PLS
com o pré-tratamento SNV.

Os dados de calibracdo e predicdo,
além dos coeficientes de regressdo obtidos
ao utilizar PLS SNV podem vistos na
figura 4a-b, onde é possivel observar a
alta linearidade, figura 4a, tanto dos dados
de calibracéo quanto dos dados de predicao
do modelo. Vale ressaltar que os principais
coeficientes positivos para quantificagcdo
de 6leo de soja, figura 4b, relacionam-se
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as regides referentes a duplas ligacGes: a
banda encontrada 1266 cm® que
caracteriza a deformacéo angular =C-H no
plano, enquanto em 1656 cm™ o modo
vibracional presente é o estiramento C=C.
Ja  o0s coeficientes negativos  sdo
caracteristicos de ligacGes simples, como a
deformacao simétrica no plano (1440 cm™)
e a torgdo do metileno (1302 cm™).

Figura 4: (A) Amostras destinadas a
calibracdo e predicdo dos modelos; (B)
coeficientes de regresséo do modelo de
predicdo PLS SNV.
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O modelo selecionado foi aplicado
para predicdo de 6leo de soja no AOEV
tomado como referéncia, e no proprio 6leo
de soja. Os valores obtidos foram 0,5wt% e
99,7wt%, respectivamente, demonstrando
assim boa capacidade preditiva.

A predigdo da concentracdo média
de Oleo de soja nas triplicatas das 59
amostras apreendidas estdo dispostas nas
Figuras 5 a 9, onde sdo observados
elevados resultados de adulteracéo.

Os valores obtidos de 6leo de soja
foram superiores a 94,5wt% de adulterante,
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confirmando assim a ndo conformidade das
cinco marcas avaliadas. Santos e
colaboradores utilizaram a espectroscopia
NIR para quantificar 6leo de soja nas cinco
marcas de azeite de oliva do presente
estudo (SANTOS et al., 2020). O resultado
da quantificagdo de Oleo de soja foi em
média de 97wt%, corroborando com o0s
resultados obtidos.

Figura 5. Concentracdo de Gleo de soja

(wt%) nas amostras da marca Al preditas
pelo modelo PLS com SNV.
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Fonte: Préprio autor

Figura 6: Concentracdo de 6leo de soja

(wt%) nas amostras da marca A2 preditas
pelo modelo PLS com SNV.
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Figura 7: Concentracdo de 6leo de soja
(wt%) nas amostras da marca A3 preditas
pelo modelo PLS com SNV.
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Figura 8: Concentracdo de Oleo de soja
(wt%) nas amostras da marca A4 preditas
pelo modelo PLS com SNV.
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Figura 9: Concentracdo de Gleo de soja
(wt%) nas amostras da marca A5 preditas
pelo modelo PLS com SNV.
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5 CONCLUSOES

O emprego da espectroscopia Raman com
a analise de dados por meio de ferramentas
quimiomeétricas possibilitou a
quantificacdo de 6leo de soja em amostras
apreendidas de azeite de oliva extravirgem.
O modelo selecionado, PLS com pré-
tratamento SNV, apresentou  alta
linearidade dos dados de calibragdo
(0,9985) e predicdo(0,9842), baixo RMSEP
(3,0527 wt%), além de baixo limite de
deteccdo (1,8031 wt%) e quantificagdo
(6,0104 wt%). Somado ao bom desempenho
do modelo apresentado, a portabilidade
possibilita a identificacdo e quantificacdo
de adulterantes em diferentes locais,
tornando a espectroscopia Raman uma
forte aliada para 0S orgdos
regulamentadores no controle de qualidade
de AOEV.
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