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Resumo

Este trabalho teve como objectivo a aplicacdo da espectroscopia de infravermelho préximo
(NIR) na caracterizacdo de Oleos de soja e girassol refinados, azeite virgem extra e azeite.

Em primeiro lugar, validaram-se 0s modelos fornecidos pela Bruker, fabricante do
equipamento. Estes modelos sao referentes a composicdo em acidos gordos e acidez de
Oleos e azeites, do indice de iodo para Oleos e indice de perdxidos, absorvancias no

ultravioleta (232 e 270 nm), B-sitosterol e esterdis totais para azeites.

Paralelamente desenvolveram-se modelos de calibragcdo individuais para os Oleos
(composicdo em acidos gordos, indice de iodo, indice de anisidina e absorvancias no
ultravioleta (230 e 270 nm) e para os azeites (acidez, composi¢cdo em acidos gordos, -

sitosterol, esterdis totais, absorvancia a 232 nm, eritrodiol e uvaol).

Foram também desenvolvidos dois modelos de calibracdo para quantificacdo de
estigmastadienos em azeites virgem extra, de modo a detectar e quantificar a contaminagéo
com 6leo de soja ou girassol refinados. Os dois modelos s&o promissores - girassol (r* =
0,94; RMSECYV = 0,013 ppm; RPD = 3,95) e soja (r* = 0,70; RMSECV = 0,054 ppm; RPD =
1,82). Contudo, serd necessario proceder a validagdo externa dos modelos para confirmar

estes resultados.

Palavras - chave: 6leo de soja, 6leo de girassol, azeite, FT-NIR, parametros de qualidade.
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Abstract

The main goal of the present work was the application of near infrared spectroscopy (NIR) in

the characterization of soybean oil, sunflower oil, extra virgin olive oil and olive oil.

Firstly, the models provided by Bruker, the equipment manufacturer, were validated. These
models are related to the fatty acid composition and acidity for oils and olive oils, iodine value
for oils and peroxide value, ultraviolet absorbance (232 and 270 nm), B-sitosterol and total

sterols in olive oils.

Simultaneously calibration models were developed for the individual oils (fatty acid
composition, iodine value, anisidine value and the ultraviolet absorbance (230 and 270 nm)
and olive oils (acidity, fatty acid composition, -sitosterol, total sterol, absorbance at 232 nm,

erythrodiol and uvaol).

Also two calibration models were developed for the quantification of stigmastadienes in extra
virgin olive oils, to detect and quantify the presence of soybean oil or sunflower oil. Both
models proved promising — sunflower oil (r*= 0,94; RMSECV = 0,013 ppm; RPD = 3,95) and
soybean oil (r* = 0,70; RMSECV = 0,054 ppm; RPD = 1,82). However, it is necessary to

analyze a greater number of samples to carry out an external validation.

Key - words: soybean oil, sunflower oil, olive oil, FT-NIR, quality parameters.
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Extended abstract

In food industry there is a growing concern for the quality control of foodstuffs as well as the
development of faster and more efficient techniques for this purpose, such as near infrared
spectroscopy (NIR). The main goal of the present work was the application of NIR in the

characterization of soybean oil, sunflower oil, extra virgin olive oil and olive oil.
Firstly, the generic models provided by Bruker, the equipment manufacturer, were validated.

For the soybean oil, the models for C18:1 (r2 =0,97; RMSEP = 0,26%; RPD = 4,6), C18:2 (r2
= 0,93; RMSEP = 0,37%; RPD = 2,9), C18:3 (r2 = 0,97; RMSEP = 0,10%; RPD = 4,6) and
iodine value (> = 0,91; RMSEP = 0,61; RPD = 3,0) showed high values of r* and RPD,
indicating good predictive ability of the models. The models for acidity (r* = 0,0001; RMSEP =
0,01%; RPD = 0,9) and C16:0 (r* = 0,39; RMSEP = 0,17%; RPD = 1,2) are not suitable for
quantification of these two parameters. The model for C18:0 (r* = 0,81; RMSEP = 0,23%;
RPD = 1,5) also can be used due to their high r.

In the case of sunflower oil, only the model for C18:1 (r* = 0,95; RMSEP = 0,24%; RPD =
3,1) gave good predictions results for these parameter. The models for acidity, C16:0, C16:1,
C18:0, C18:2, C18:3 and iodine value showed unsatisfactory results.

For the extra virgin olive oil, the models that showed predictive ability were related to C16:0
(r* = 0,86; RMSEP = 0,76; RPD = 2,4), C18:1 (r* = 0,94; RMSEP = 1,20%; RPD = 3,2) and
C18:2 (r* = 0,95; RMSEP = 0,51; RPD = 4,1). The models for acidity, C16:1, C18:0, C18:3, B

- sitosterol, total sterols, peroxide value, K232 and K270 showed poor predictive capacity.

For the olive oil, only two models showed predictive ability, the acidity (r* = 0,93; RMSEP =
0,03; RPD = 3,3) and C18:2 (r* = 0,91; RMSEP = 0,22; RDP = 3,2). The models for C16:0,
C18:0, C18:1, C18:3, B - sitosterol, sterol total, peroxide value, K232 and K270 showed a

poor predictive capacity (r* values between 0,02 and 0,49 and RPD values less than 1,3).

Simultaneously, calibration models were developed for the individual oils (soybean oil and

sunflower oil) and olive oils (extra virgin olive oil and olive oil).

For soybean oil, the models for C18:0 (r2 = 0,96; RMSEP = 0,08%; RPD = 5,4), C18:1 (r2 =
1,0; RMSEP = 0,09%; RPD = 14,6), C18:2 (r* = 0,98; RMSEP = 0,16%; RPD = 7,5), C18:3
(r* = 0,99; RMSEP = 0,06%; RPD = 9,0), iodine value (r* = 0,98; RMSEP = 0,26; RPD = 8,0)
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and K270 (r* = 0,93; RMSEP = 0,12; RPD = 3,8) showed predictive ability. The calibrations
models developed for C16:0, C16:1, anisidine value and K230 showed unsatisfactory results.

In case of sunflower oil, the models for C16:0 (r* = 0,84; RMSEP = 0,07%; RPD = 2,5),
C16:1 (r* = 0,86; RMSEP = 0,05%; RPD = 2,7), C18:0 (r* = 0,89; RMSEP = 0,06%:; RPD =
3,1), C18:1 (r* = 0,98; RMSEP = 0,08%; RPD = 7,2), C18:2 (r* = 0,93; RMSEP = 0,22%:
RPD = 3,7), iodine value (r* = 0,90; RMSEP = 0,28; RPD = 3,1) and K230 (r? = 0,88; RMSEP
= 0,12; RPD = 2,9) gave good prediction results. The calibration models developed for the

C18:3, anisidine value and K270 are not suitable for predicting these parameters.

In case of extra virgin olive oil, the models for acidity (r2 = 0,91; RMSEP = 0,01%; RPD =
3,4), C16:0 (r2 = 0,87; RMSEP = 0, 46%; RPD = 2,9), C16:1 (r2 = 0,92; RMSEP = 0,09%;
RPD = 3,5), C18:0 (r2 = 0,93; RMSEP = 0,11% ; RPD = 3,7), C18:1 (r2 = 0,94; RMSEP =
0,68%, RPD = 4,2) and C18:2 (r2 = 0,99; RMSEP = 0,16%; RPD = 9,1) showed a good
predictive ability. Moreover, the calibration models for the total sterols, K232 and erythrodiol
and uvaol are not suitable for predicting these parameters.

The calibration models developed for olive oil which showed a good predictive models were
acidity (r* = 0,98; RMSEP = 0,01%; RPD = 7,2) and C18:2 (0 (r* = 0, 98; RMSEP = 0,09%;
RPD = 6,6). The calibration models for the parameters C16:0, C16:1, C18:0, C18:1, B -
sitosterol, sterol total, K232 and erythrodiol and uvaol are not suitable for predicting these

parameters.

Also two calibration models were developed for the quantification of stigmastadienes in extra
virgin olive oils, to detect and quantify the presence of soybean oil or sunflower oil. Both
models proved promising — sunflower oil (r*= 0,94; RMSECV = 0,013 ppm; RPD = 3,95) and
soybean oil (r* = 0,70; RMSECV = 0,054 ppm; RPD = 1,82). However, it is necessary to

analyze a greater number of samples to carry out an external validation.

Not all of the calibration models developed showed suitable results, however it is concluded

that NIR spectroscopy is a useful tool to control vegetable oils and olive oils quality.
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Introducéo

Na industria alimentar, a qualidade e seguranca alimentar assumem um papel de
grande importancia, estando relacionada ndo s6 com a salde e satisfacdo do
consumidor, mas também com o desenvolvimento e progresso da industria. Deste
modo, surge a necessidade de desenvolvimento de técnicas mais rapidas e eficientes
para avaliacdo da qualidade dos produtos, como é o caso da espectroscopia de

infravermelho préximo (NIR) (Cen et al., 2007).

A espectroscopia NIR verificou-se ser uma técnica bem implementada no sector
agricola durante décadas e actualmente tem ganho grande importancia na industria
alimentar (Behemer, s.d.). Esta técnica tem sido amplamente utilizada em analises
guantitativas de constituintes alimentares, tais como humidade, proteina, glucidos e
lipidos (Takamura et al., 1995). A aplicacdo da espectroscopia NIR tornou-se muito
comum em 6leos e gorduras em estudos de qualidade e composi¢do (Marquez et al.,
2005).

Muitos dos trabalhos desenvolvidos relativamente a aplicabilidade da espectroscopia
NIR em analises de 6leos assentam essencialmente na classificacéo e discriminagéo
de diferentes tipos de 6leo, bem como na deteccdo de adulteracdo dos Oleos,
especialmente no caso dos azeites virgens (Li et al., 2000). A espectroscopia NIR tem
sido utilizada também na determinacdo da acidez, indice de iodo e ha composi¢do em
acidos gordos de 6leos e gorduras (Yildiz et al.,, 2001). Mais especificamente nos
azeites virgens, a espectroscopia NIR tem sido utilizada na monitorizacdo on-line de

carotendides e pigmentos de clorofila (Marquez et al., 2005).

A espectroscopia de infravermelho (IV) é uma técnica importante no controlo da
gualidade e processo de monitorizagdo da industria, sendo uma técnica ndo destrutiva
e de relativo baixo custo, tendo em conta a reducdo dos custos com reagentes, e

reducdo dos tempos de analise (Armenta et al., 2007; Velasco et al., 1998).

Assim sendo, o presente trabalho teve como principais objectivos verificar a
aplicabilidade da espectroscopia NIR na caracterizacdo de 6leos vegetais (soja e

girassol refinados) e azeites (virgem extra e azeite) para controlo da qualidade.
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1. Reviséo bibliografica

1.1. Oleos vegetais

Os 6bleos vegetais sdo uma importante fonte de energia na dieta humana. Além deste
facto, sdo muito importantes nas propriedades funcionais de muitos alimentos,
conferindo-lhes flavour e palatibilidade. Muitas aplicacdes técnicas dos 6leos vegetais

nos alimentos dependem das suas propriedades fisicas e quimicas (Chen et al., 1995).

Entende-se por 6leo vegetal a gordura vegetal liquida & temperatura de 20 °C. O 6leo
de soja, obtido através do processo de refinacdo do 6Oleo extraido da semente de
Glycine max (L).Merr., e o 6leo de girassol, obtido através do processo de refinacao do
Oleo extraido da semente Helianthus annus L., sdo dois dos 6leos vegetais destinados
a alimentacdo humana. As gorduras e os 06leos vegetais destinados a alimentacao
humana devem ser provenientes de frutos ou sementes em condi¢cdes de facultar um
produto bromatologicamente aceitavel, apresentar-se em conveniente estado de
conservacao, isento de substancias ou matérias estranhas a sua normal composi¢ao
bem como de microrganismos patogénicos ou de substancias destes derivados em

niveis susceptiveis de prejudicar a salde do consumidor (Decreto de lei n°® 106/2005).
1.1.1. Composicdo quimica dos 6leos vegetais

Os Oleos vegetais séo constituidos maioritariamente (97 — 99%) por acilgliceréis
(monoacilgliceréis, diacilgliceréis e triacilglicer6is) e acidos gordos livres. Em menor
gquantidade (1 — 3%) encontram-se 0s alcoois superiores, ceras, esterois, fosfolipidos,

hidrocarbonetos, vitaminas lipossolaveis (A, D, E, K), entre outros.

Na Tabela 1 esta discriminada a composicdo em &cidos gordos dos dois Oleos

vegetais sobre o qual incide o presente trabalho, o 6leo de soja e o de girassol.
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Tabela 1 - Composicdo em acidos gordos dos dois 6leos vegetais.

Fonte: Codex Stan 210 — 1999, 2009.

- — — 5
Acidos gordos Limites maximos (%)

Oleo de soja Oleo de girassol
C6:0 (acido capradico) ND ND
C8:0 (4cido caprilico) ND ND
C10:0 (4cido caprico) ND ND
C12:0 (4cido laurico) ND - 0,1 ND - 0,1
C14:0 (4cido miristico) ND - 0,2 ND - 0,2
C16:0 (4cido palmitico) 8,0-13,5 50-7,6
C16:1 (4cido palmitoleico) ND - 0,2 ND - 0,3
C17:0 (4cido margarico) ND -0,1 ND - 0,2
C17:1 (4cido margaroleico) ND -0,1 ND-0,1
C18:0 (4cido esteérico) 20-54 2,7-65
C18:1 (&cido oleico) 17,0 -30,0 14,0-39,4
C18:2 (&cido linoleico) 48,0 -59,0 48,3 -74
C18:3 (4cido linolénico) 45-11,0 ND - 0,3
C20:0 (4cido araquidico) 0,1-0,6 0,1-05
C20:1 (4cido gadoleico) ND -0,5 ND - 0,3
C20:2 (acido eicosadiendico) ND-0,1 ND
C22:0 (acido beénico) ND - 0,7 03-15
C22:1 (4cido erucico) ND - 0,3 ND - 0,3
C22:2 (4cido docosadiendico) ND ND -0,3
C24:0 (&cido lignocérico) ND -0,5 ND - 0,5
C24:1 (4cido lignoceroleico) ND ND

ND — Nao detectado.

Tal como se pode observar na Tabela 1, estes dois 6leos diferem essencialmente na
percentagem de acido linolénico (C18:3). O 6leo de soja apresenta um teor em acidos
gordos monoinsaturados e polinsaturados inferior e um teor de acidos gordos

saturados mais elevado quando comparado ao 6leo de girassol.
1.2. Azeite

De acordo com o Conselho Oleicola Internacional (COIl), a designacao de azeite €
exclusiva ao 0leo proveniente unicamente dos frutos da oliveira (Olea europea L.),
com exclusao dos 6leos obtidos por solvente ou por procedimentos de reesterificacao,

bem como de toda a mistura com 6leos de outra natureza.

Para obter um azeite virgem de qualidade é necessario partir de azeitonas maduras e
sds. O grau de maturacdao dos frutos também é um factor importante que contribui
para a qualidade do produto final. Outros factores como a variedade das azeitonas, as

condicbes de colheita, bem como o transporte, armazenamento e o sistema de
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extraccdo do azeite sdo fundamentais para garantir a qualidade do produto (Boskou,
1998).

De acordo com o Regulamento (CE) n°® 865/2004 do Conselho de 29 de Abril de 2004,

0 azeite pode ser classificado da seguinte forma:

1. Azeites Virgens — azeites obtidos a partir do fruto da oliveira unicamente por
processos mecanicos ou outros processos fisicos, em condi¢cdes que ndo alterem o
azeite e que nao tenham sofrido outros tratamentos além da lavagem, da decantacao,
da centrifugacdo e da filtragdo, com exclusdo dos azeites obtidos com solventes, com
adjuvantes de accdo quimica ou bioquimica, ou por processos de reesterificacdo e
qualquer mistura com 6leos de outra natureza. Os azeites virgens de acordo com as
suas caracteristicas podem ser denominados exclusivamente de acordo com as
seguintes categorias:

1.1. Azeite virgem extra — azeite virgem com uma acidez livre, expressa em
acido oleico, nao superior a 0,8 g por 100 g e com as outras caracteristicas conformes
com as previstas para esta categoria.

1.2.  Azeite virgem — azeite virgem com uma acidez livre, expressa em éacido
oleico, ndo superior a 2 g por 100 g e com as outras caracteristicas conformes com as
previstas para esta categoria.

1.3. Azeite lampante — azeite virgem com uma acidez livre, expressa em
acido oleico, superior a 2 g por 100 g e com as outras caracteristicas conformes com

as previstas para esta categoria.

2. Azeite refinado — azeite obtido por refinacdo de azeite virgem, com uma acidez
livre, expressa em acido oleico, ndo superior a 0,3 g por 100 g e com outras

caracteristicas conformes com as previstas para esta categoria.

3. Azeite (contém azeite refinado e azeite virgem) — obtido por loteamento de
azeite refinado e de azeite virgem, com exclusdo do azeite lampante, com uma acidez
livre, expressa em &cido oleico, ndo superior a 1 g por 100 g e com outras

caracteristicas conformes com as previstas para esta categoria.
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1.2.1. Composicdo quimica do azeite

Quimicamente, o azeite é constituido por duas frac¢Bes: uma saponificavel e outra
insaponificavel. A fraccdo saponificavel, insolivel em agua, € constituida
essencialmente por triacilglicerois e acidos gordos livres, componentes maioritarios, e
também por componentes menores, como por exemplo, os fosfolipidos. A fraccao
insaponificavel, sollvel em agua, representa 0,5 a 1,5% da composicao total do azeite
e compreende hidrocarbonetos, esteréis, ceras, alcoois, substancias corantes e
aromaticas, vitaminas, tocoferéis e polifendis (Gouveia, 1995). Esta fraccdo é

importante para a estabilidade, sabor e aroma do azeite (Boskou, 1998).

Na Tabela 2 é apresentada a composi¢cdo em &cidos gordos do azeite virgem e do

azeite (contém azeite virgem e azeite refinado).
Tabela 2 - Composi¢do em acidos gordos do azeite virgem e azeite.

Fonte: Codex Stan 33- 1981, 2009; Conselho Oleicola Internacional, 2008.

Limites maximos (%)
Azeite (contém azeite
virgem e azeite refinado)

Acidos gordos Azeite virgem

C14:0 (acido miristico) <0,05 <0,05
C16:0 (4cido palmitico) 7,5-20,0 7,5-20,0
C16:1 (4cido palmitoleico) 0,3-35 0,3-3,5
C17:0 (4cido margarico) <0,3 <0,3
C17:1 (acido margaroleico) <0,3 <0,3
C18:0 (4cido estearico) 0,5-5,0 0,5-5,0
C18:1 (4cido oleico) 55,0 - 83,0 55,0 - 83,0
C18:2 (4cido linoleico) 35-21,0 35-21,0
C18:3 (acido linolénico) <1,0 <1,0
C20:0 (4cido araquidico) <0,6 <0,6
C20:1 (4cido gadoleico) <04 <04
C22:0 (4cido beénico) <0,2 <0,2
C24:0 (4cido lignocérico) <0,2 <0,2
C18:1 (Trans) <0,05 <0,2
C18:2 + C18:3 (Trans) <0,05 <0,3

A composicdo qualitativa, em &cidos gordos, dos diversos azeites mantém-se
constante, apenas variando a percentagem entre eles, devido a factores como a
variedade, a localizacdo geografica, a altitude, as condicdes climaticas, o periodo de

colheita, entre outros (Gouveia, 1995).
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O azeite caracteriza-se pelo seu elevado teor em acidos gordos monoinsaturados,
presentes em propor¢cdes que variam entre 55 e 80% do total dos acidos gordos. Os
acidos gordos polinsaturados representam 4 a 20% e os acidos gordos saturados 5 a
15% do total (Gouveia, 1995).

O acido gordo de maior relevo no azeite é o oleico (C18:1), representando 55 a 83%
do total dos acidos gordos. Outros acidos gordos importantes sdo o palmitico (C16:0),
o palmitoleico (C16:1), o esteérico (C18:0) e o linoleico (C18:2) (Gouveia, 1995).

Os esterais, constituintes da fracgéo insaponificavel, sdo muito importantes, pois estao
relacionados com a qualidade do azeite e sdo utilizados para comprovar a sua

autenticidade (Boskou, 1998). A composicado em esteréis do azeite esta representada

na Tabela 3.
Tabela 3 - Composi¢cédo em esterdis do azeite.
Fonte: Conselho Oleicola Internacional, 2008.
Esterdis Limites maximos (%)
Colesterol <0,5
Brassicasterol <0,1
Campesterol <40
Estigmasterol < Campesterol
A-7-estigmasterol <0,5
B-sitosterol + A-5-avenasterol + A-5-23-
estigmastadienol + clerosterol + sitostanol =93

+ A-5-24-estigmastadienol

O componente esterdlico principal do azeite é o B-sitosterol, que representa a soma de
varios esterois (B-sitosterol + A-5-avenasterol + A-5-23-estigmastadienol + clerosterol +
sitostanol + A-5-24-estigmastadienol), constituindo entre 75 a 90% da fraccéo total de
esterdis (Boskou, 1998; Gouveia, 1995). Um azeite devera ter no minimo 1000 mg kg™

de esterdis totais.
1.3. Degradacéo dos 6leos e gorduras

Tanto os Oleos de soja e girassol refinados como os azeites sofrem reaccdes de
degradacédo. A oxidacao é a principal causa de modificacdo da qualidade dos 6leos e

gorduras, influindo sobre o cheiro, sabor, aspecto, textura, cor, etc (Gouveia, 1995).
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A degradacdo pode ocorrer mediante diversas vias de acordo com 0 meio e 0s
agentes catalisadores: hidrolise, oxidagdo ndo-enzimética (auto-oxidagdo e foto-
oxidagdo) e oxidacdo enzimatica (Comandini et al., 2009; Frega et al., 1999).

1.3.1. Hidrolise

Os triacilgliceréis, presentes nos 6leos e gorduras, sdo ésteres de glicerol com trés
moléculas de acidos gordos, os quais ao serem hidrolisados originam diacilglicerdis,
monoacilglicerdis, acidos gordos livres e glicerol (Chakrabarty, 2003; Shakhashiri,

2007). Na Figura 1 estéa representada a hidrélise completa de um triacilglicerol.

H 0 H

H—(|3—O—|C|:—Ra H—C—0—H HO—|C|:—Ra
|3 | i

H—C—O—|C|>—Rb + 3H0 —> H-—C—O0—H + H0—|C|:—Rb
| | i

H—c—o—clzl—Rc H—C—0—H Ho_lcl;_Rc
: :

Figura 1 - Representagdo da hidrélise completa de um triacilglicerol.

Fonte: Shakhashiri, 2007.

Y

A hidrélise promove o aumento do grau de acidez devido a ocorréncia de acidos

gordos livres nos 6leos e gorduras (Gouveia, 1995).

1.3.2. Oxidac&o ndo-enzimética
1.3.2.1. Auto-oxidacéo

A auto-oxidacao é o principal mecanismo de oxidacdo de 6leos e gorduras, tratando-
se de um processo dindmico e evolutivo ao longo do tempo. Este processo divide-se
em trés grupos de reacc¢des: iniciacdo, propagacao e concluséo. Estes trés grupos de
reaccOes, com excepg¢do do inicio da oxidagdo, desenvolvem-se em simultaneo
(Gouveia, 1995).

Na primeira etapa, ocorre a formacdo de radicais livres a partir de acidos gordos
insaturados (RH), ndo podendo ser evitadas pela adicdo de antioxidantes. Estas
reac¢Oes tém uma energia de activacdo elevada, sendo facilitadas pela ac¢édo da

temperatura, luz e vestigios de metais (Gouveia, 1995).
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RH — Re + He
RH + O, —» ROQe + He

A propagacdao realiza-se em duas etapas. Na primeira h4 a formag&o de um radical
peréxido livre (ROOe) e na segunda, fase determinante da reaccéo, esse radical livre
reage com um acido gordo insaturado, formando-se assim radicais alquilos livres (Re),
altamente reactivos, que prosseguirdo a reaccdo e hidroperoxidos (ROOH)

(compostos primarios de oxidacdo) (Gouveia, 1995).
Re + O, — ROOQOe
ROOe + RH — ROOH + Re

Numa terceira etapa, os radicais livres formados associam-se formando compostos
estaveis, de baixa massa molar, responsaveis pelo odor a ran¢co, como aldeidos,
alcoois, cetonas, furanonas, lactonas, ésteres, hidrocarbonetos, entre outros
compostos secundarios de oxidacdo (RR, ROOR, ROOR + O,) (Choe et al., 2006; Fox
et al., 2006; Gunstone, 2004).

Re + Re - RR

Re + ROOe — ROOR

ROQe + ROOe — ROOR + O,
1.3.2.2. Foto-oxidacéo

A foto-oxidacdo € um mecanismo que envolve a participacdo de fotossensibilizadores
(agente catalisador) e do singleto de oxigénio (agente oxidante) como intermediario
reactivo. Os compostos fotossensibilizadores presentes nos 6leos, como as clorofilas,
na presenca de um fotdo luminoso passam de um estado de singleto fundamental
(*Sens) a um estado singleto excitado (‘Sens *) e, em seguida, por transicéo
electrénica, a um estado tripleto excitado (*Sens *). Através de uma transferéncia de
energia do agente sensibilizador, no seu estado tripleto excitado, para o oxigénio, no
seu estado fundamental (°0,), forma-se oxigénio singleto (*O,). Este oxigénio singleto
reage directamente com as ligacbes duplas dos &cidos gordos insaturados (RH),
formando hidroperoxidos (ROOH) (Boskou, 1998; Gouveia, 1995).
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'Sens « 'Sens” « 3Sens’ (estado excitado)
’Sens” < %02 « 'Sens + 'O,
'0, <> RH <> ROOH
1.3.3. Oxidacao enzimética

A degradacdo de Oleos e gorduras pode ocorrer também por via enzimatica,
nomeadamente pela accdo da lipoxigenase. Esta enzima actua ao nivel dos acidos
gordos insaturados, levando a formagéo de perdxidos e hidroperéxidos com ligacdes
duplas conjugadas. Estes compostos podem posteriormente entrar em reaccdes
degradativas e formar, por exemplo, aldeidos e alcoois, 0s quais sdo responsaveis

pelo flavour desagradavel dos 6leos e gorduras (Gunstone, 2004).

1.4.Parametros de avaliacdo da qualidade e estado de degradacéo dos

Oleos vegetais e azeites

A determinagéo da estabilidade oxidativa e dos produtos resultantes da oxidagdo séo
essenciais para a avaliacdo do periodo de vida util, aceitabilidade e qualidade

nutricional do produto (Yildiz et al., 2001).

A determinacéo do perfil de &cidos gordos é um parametro importante tanto nos 6leos
vegetais como nos azeites, sendo essencial para avaliar a qualidade do produto, uma
vez que é caracteristico de cada 6leo ou gordura. Para além do perfil de acidos
gordos, existe um conjunto de parametros que permite avaliar a qualidade dos 6leos e

dos azeites, fornecendo informacéao relativa ao seu estado de degradacao.

Para os azeites sdo quatro os parametros principais que definem a sua qualidade e
avaliam o seu estado de degradacdo: acidez, indice de peréxidos, absorvancia no
ultravioleta (K232 e K270) e caracteristicas organolépticas (Granados, 2000). As
caracteristicas organolépticas dos azeites englobam um conjunto de sensacfes que
sdo detectadas pelos 6rgdos dos sentidos, como o aspecto, a cor, o cheiro e sabor
(Gouveia, 1995; Granados, 2000).

Nos 6leos vegetais, os parametros utilizados para avaliar a sua qualidade e estado de
degradacdo sdo essencialmente a acidez, indice de perdxidos, absorvancia no

ultravioleta (K230 e K270) e indice de anisidina.
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A acidez mede a quantidade de acidos gordos livres, expressa em &cido oleico. Trata-
se de um parametro negativo, jA que a partir de certos limites constitui um

inconveniente para uso alimentar do produto (Granados, 2000).

O indice de peroxidos permite avaliar o estado inicial de oxidacdo, indicando também
0 estado de deterioracdo que podem ter sofrido certos componentes de interesse
nutricional, como é o caso da vitamina E (Granados, 2000). Por sua vez, o indice de

anisidina é utilizado para controlar os produtos secundarios de oxidacdo nos 6leos

vegetais, nomeadamente os aldeidos (Yildiz et al., 2000).

As absorvancias no ultravioleta podem ser utilizadas como um critério de qualidade e
autentificagdo e sdo utilizadas para detectar a presenga de compostos resultantes do
processo de oxidagdo (Boskou, 1998; Granados, 2000). A oxidacdo de acidos gordos
insaturados potencia a formacédo de peroxidos, compostos primarios de oxidagdo que
absorvem radiacdo a um comprimento de onda de 230 nm, e o deslocamento das
ligagbes duplas carbono-carbono, formando-se assim dienos conjudados (compostos
que absorvem radiacdo a um comprimento de onda de 232 nm). Os produtos de
oxidacdo secundaria como os aldeidos, cetonas, hidrocarbonetos, entre outros,

absorvem a radiagdo num comprimento de onda mais elevado, entre os 268 e 270 nm.

Nas Tabelas 4 e 5 estdo discriminados os limites maximos de cada parametro
mencionado anteriormente para os Oleos de soja e girassol refinados e azeites,

respectivamente.

Tabela 4 - Limites maximos para os parametros de avaliacdo da qualidade e estado de

degradacédo dos Gleos vegetais em estudo.

Fonte: Codex Stan 210 — 1999, 2009.

Parametro Oleo desoja  Oleo de girassol
refinado refinado
Acidez (%) <06 <06
indice de peroxidos <10,0 <10,0
(mg O, /kg)
K230 <7,0 <7,0
K270 <20 <20
indice de anisidina <10,0 <10,0
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Tabela 5 - Limites maximos para os parametros de avaliagdo da qualidade e estado de

degradacéo dos azeites.

Fonte: Codex Stan 33- 1981, 2009.

Para Azeite virgem Azeite (contém azeite
arametro : :
extra refinado e azeite)
Acidez (%) <08 <10
indice de peréxidos <
<20,0 <15,0
(mg O, /kg)
K232 <25 -
K270 <0,22 <0,9

Os azeites apresentam uma posicao privilegiada entre os 6leos comestiveis, devido ao
seu flavour, estabilidade e beneficios para a saude. Além disto, produz-se em areas
muito restritas, principalmente nos paises mediterranicos, e consome-se directamente
sem necessidade de purificacdo ou refinacdo. Trata-se de um produto caro e por estes
motivos é comum adultera-lo com 6leos mais baratos (Boskou, 1998). Assim sendo, o
controlo deste produto é muito rigoroso. Existem entdo dois parametros importantes
que sédo utilizados para averiguar a genuinidade do produto: a concentracdo de

estigmastadienos e a percentagem de eritrodiol e uvaol presente no produto.

O estigmastadieno é um hidrocarboneto que apenas se encontra nos 6leos e azeites
refinados e forma-se a partir do B-sitosterol durante o processo de refinacao,
especialmente na etapa de descoloracdo, devido as temperaturas elevadas
(superiores a 160 °C). A determinacdo deste parametro € utilizado para detectar a
presenca de Oleos refinados no azeite virgem extra (Boskou, 1998; Lopez-Villalta,
1999). O valor maximo admitido de estigmastadienos em azeites virgens e virgens
extra é de 0,10 mg kg™ (Regulamento (CE) n.° 702/2007).

O eritrodiol e uvaol sdo diélcoois triterpénicos e a sua percentagem em relacdo a
fraccéo total de esterdis € uma medida para comprovar a genuinidade de um azeite
virgem extra, ou seja, € uma forma de verificar se ocorreu adi¢cdo de 6leo de bagago
de azeitona, uma vez que estes apresentam uma concentracdo de dialcoois
triterpénicos superior quando comparado com azeites virgens extra (Boskou, 1998). O
valor maximo admitido de eritrodiol e uvaol em azeites virgens extra e azeite
(constituido por azeite virgem e azeite refinado) é de 4,5% (Regulamento (CE) n.°
702/2007).

11



Caracterizacao de 6leos vegetais e azeites através de espectroscopia de infravermelho
préximo com transformada de Fourier (FT-NIR)

1.5. Espectroscopia de Infravermelho Proximo
1.5.1. Historia

A descoberta da espectroscopia de infravermelho préximo (NIR) deveu-se a Frederick
William Herschel, astrénomo inglés, no ano de 1800. Herschel investigou a
contribuicdo de cada cor do espectro visivel no aumento da temperatura de uma
substancia quando exposta a esta mesma radiacdo. Para tal, utilizou um prisma
transparente que decompunha a radiacdo e verificou que ocorria um aumento
inesperado da temperatura ao colocar o termémetro acima da regidao vermelha do

espectro (Pasquini, 2003).

Apesar de ter sido a primeira radiacdo fora do visivel a ser descoberta, s6 em 1960
comecou realmente a ser utilizada gracas ao trabalho de Karl Norris na caracterizacao
de produtos agricolas. Apds as potencialidades da técnica terem sido demonstradas,
verificou-se um acelerado desenvolvimento instrumental associado a um
melhoramento na aquisicdo de dados espectrais e do seu tratamento, bem como a
aplicacdo da quimiometria e andlise multivariada para reunido da informacéo e seu

uso adequado (Pasquini, 2003).

A espectroscopia NIR tornou-se uma técnica muito popular para uma vasta gama de
andlises em diversas induastrias, tais como, alimentar, agricola, farmacéutica,
petrolifera, téxtil, cosmética, entre outras, devendo-se o0 seu sucesso ao facto de ser
uma técnica rapida, precisa e nao destrutiva (Siesler et al., 2002). Além disto, é uma
técnica de baixo custo por andlise, pouco exigente em termos de preparacdo das
amostras, apresenta um elevado grau de reprodutibilidade, capaz de analisar varios
parametros em simultdneo e, como nao necessita de reagentes, ndo produz

desperdicios (Rodrigues, 2007).
1.5.2. Espectroscopia de infravermelho préximo

O espectro electromagnético cobre uma vasta gama de comprimentos de onda, desde
as ondas radio até aos raios gama. A regido de infravermelho (IV) encontra-se entre
as gamas do visivel e de microondas, subdividindo-se em infravermelho préximo (NIR)
(12500 a 4000 cm™), infravermelho médio (MIR) (4000 a 400 cm™) e infravermelho
longinquo (FIR) (400 a 5 cm™) (Figura 2).

12



Caracterizacao de 6leos vegetais e azeites através de espectroscopia de infravermelho
préximo com transformada de Fourier (FT-NIR)

Ultraviolet
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=1
cm

Figura 2 - Espectro electromagnético.

Fonte: Bruker Optik.

A espectroscopia de infravermelho préximo (12500 — 4000 cm™) corresponde aos
sobretons e combinagbes de banda das vibragbes fundamentais que ocorrem no
infravermelho médio (4000 a 400 cm™) das ligagbes C-H, O-H, N-H e S-H, isto €,
heteroatomos de H. As principais vibragdes que ocorrem no MIR sdo o alongamento,
alteracdo da distancia internuclear das ligacbes, e a deformagéo, alteragdo do angulo
das ligacoes (Figura 3).

— —

Alongamento simétrico

Deformacéo angular fora do Deformagéo angular no plano
plano

Figura 3 - Modos de vibracédo fundamental.
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Na Figura 4 estao representadas as principais bandas de absorcéo do espectro NIR.

2° sobretom Combinages de banda
3° sobretom 1° sobretom
C-H ™-H o-H a-H S-H
4th Grd 2nd st =t MN-H CH+CH  CHr OO
overtone overtone  overtens aeertong oyertons combination combination  combination
oH Z-H M-H CH 15t overtone of -H oH C-H-0 oH H-H & 0-H
Frd ard Inel nd C-H st st Znd combination  combination
overtone  overtona  gvertong  owvertona combination avertane  ovartans cvartone
H,o O Hai u) H0
o F=0H o FooH PR Ron|
LiCH|  RH, Lt FrH, (Aol oM, RN, [EhH
ot i HrCH b= HHR i EH COiH | Rl
cH H cH CcH
CH; CH, CH, CH, CH
CHy GH, CH,| cH CHy)

Comprimento de onda (nm) 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 20400 2100 2200 2300 2400

2500

Namero de onda (cm™) 12500 11111 10000 9091 8333 7692 7143 6667 6250 5882 5556 5263 S000 4762 4545 4348 4167 4000

Figura 4 - Principais bandas de absorcao do espectro NIR.

Fonte: Adaptado de (Conzen, 2006).

1.5.3. Equipamento NIR com transformada de Fourier (FT-NIR)

O sucesso da aplicacdo da espectroscopia NIR prende-se com a escolha correcta do
equipamento (Osborne, 2000). Existem varios espectrofotometros, com principios de
funcionamento diferentes e cuja escolha depende da aplicagéo a que se destinam. Os
espectrofotometros com transformada de Fourier sdo os mais utilizados, sendo
aqueles que melhor combinam as caracteristicas em termos de precisdo e exactidao

de comprimento de onda e elevada relacao sinal-ruido (Pasquini, 2003).

Os espectrofotometros FT-NIR tém como base o interferometro de Michelson, que

constitui 0 componente mais importante neste sistema (Hollas, 2004). A radiacdo
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emitida pela fonte luminosa passa pelo divisor de feixe (beamsplitter), sendo dividida
em dois feixes iguais. Um desses feixes segue em direc¢cdo ao espelho fixo, é
reflectido para o divisor de feixe e encaminhado para o detector. O mesmo acontece
com o outro feixe que parte também do beamsplitter para o espelho mével, a radiacdo

é reflectida novamente e parte desta segue para o detector.

A energia que chega ao detector corresponde a soma destes dois feixes, 0s quais se
recombinam ao passarem outra vez pelo beamsplitter. Como resultado da alteracdo do
percurso optico, devido ao movimento do espelho mével, obtém-se o interferograma,
isto €, um grafico de energia em funcdo do retardamento do percurso Optico. A
informacgé&o contida no interferograma pode ser convertida num espectro (energia em
funcdo dos comprimentos de onda) através da transformada de Fourier (Burn et al.,
2001; Perkins, 1986).

Na Figura 5 esta representado um esquema do funcionamento do interferdmetro de

Michelson do espectrofotometro FT-NIR.

Espelho

fixo
——

Diwisor de feixe
“Beam-splitfer
']

—
IE5:-E-Ih|:-

meowe

Detector

Amaostra

Fonte

Interferograma Espectro

Figura 5 - Representagdo esquematica do interferometro de Michaelson e do espectro
resultante apos aplicagdo da transformada de Fourier.
Fonte: Helfer et al., 2006
Os dados obtidos através da espectroscopia de infravermelho com transformada de

Fourier (FT-IR) correspondem aos espectros da amostra subtraidos a um espectro de

15



Caracterizacao de 6leos vegetais e azeites através de espectroscopia de infravermelho
préximo com transformada de Fourier (FT-NIR)

fundo (background), de modo a retirar ao espectro da amostra a contribuicdo da célula
e do meio ambiente. Cada espectro é representado por um vector que consiste num
conjunto de valores de transmitédncia (ou absorvancia) determinados a diferentes

comprimentos de onda para uma determinada amostra (Costa, 2007).

A informacdo contida nos espectros NIR é multivariada, um espectro pode conter,
dependendo da regido seleccionada, mais de mil variaveis. Por outro lado, esta
informacdo n&o é selectiva, composta por bandas largas e sobrepostas e é
influenciada por um conjunto de variaveis fisicas, quimicas e estruturais das amostras.
Desta forma, para se extrair informacao atil dos espectros NIR é necessario recorrer a

analise multivariada (Rodrigues, 2007).
1.6. Quimiometria

A Quimiometria € a ciéncia que aplica métodos matematicos e estatisticos em ciéncia
guimica, permitindo assim a obtencdo de informacdo de um dado sistema quimico
(Naes et al., 2002).

Com o desenvolvimento de técnicas instrumentais e a introducdo de
microprocessadores e microcomputadores no laboratério quimico, tornou-se
necessario o tratamento de dados mais complexo do ponto de vista matematico e
estatistico de modo a estabelecer a relagdo entre os sinais obtidos e os resultados

desejados.

As andlises quantitativas que apresentam geralmente complexidade na sua realizagéo,
tornando-se morosas, estdo a ser cada vez mais substituidas por técnicas mais

rapidas, como é o caso da espectroscopia de IV.
1.6.1. Pré-tratamento espectral

Os espectros, para além da informacdo quimica das amostras, contém também
informacéo fisica que é influenciada pela densidade da amostra, temperatura,
viscosidade, etc. Esta informacgé&o fisica constitui ruido, o qual tem de ser removido
para se proceder ao estabelecimento de calibracbes da composi¢do quimica do
material. Para isso, 0s espectros séo tratados matematicamente, sendo este processo

conhecido por pré-tratamento espectral.
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Os pré-tratamentos mais utilizados em espectroscopia incluem a correc¢ao da linha de
base (SLS), correccdo multiplicativa de dispersdo (MSC), derivadas (12 e 22 ordem),
normalizacéo vectorial (SNV) e combinagfes destes. O pré-tratamento éptimo deve
ser encontrado empiricamente testando todos eles e comparando os resultados
(Rodrigues, 2007).

1.6.2. Calibracdo multivariada

A calibracdo multivariada permite estabelecer um modelo matematico que relaciona
um conjunto de dados adquiridos de forma rapida, como é o caso da espectroscopia

NIR, e um outro conjunto de dados obtidos laboratorialmente (Naes et al., 2002).

Para fazer uso da informacdo obtida através da espectroscopia NIR existe um
conjunto de ferramentas de quimiometria, destacando-se a regresséao linear multipla,
regressao por componentes principais, regressdo por minimos quadrados parciais e

analise de componentes principais.

De seguida apresenta-se uma breve descricdo da analise de componentes principais,

regressao por minimos quadrados parciais e regressao por componentes principais.
1.6.2.1. Analise em Componentes Principais (PCA)

A analise em componentes principais ou Principal Component Analysis (PCA) é uma
das ferramentas mais utilizadas na andlise dos espectros NIR. A PCA permite reduzir
um espago com muitas variaveis (um espectro contém mais de 500 varaveis), do qual
é dificil extrair informac&o, num espago mais pequeno constituido pelas componentes
principais, mantendo o méaximo da informagéo original. A PCA permite ainda identificar
diferencas, similaridades e outras relaces de interesse entre amostras, bem como

identificar amostras anomalas (outliers, desviantes) ou subgrupos (Naes et al., 2002).

Através deste método é possivel organizar uma vasta gama de informagdo numa
matrix X formada por n linhas (amostras) e m colunas (espectros). A matriz X é
decomposta no produto das matrizes scores (t) e loadings (p) e na matriz que contém
os residuos (E) (Equagado 1), estimando-se assim novas variaveis, designadas de

componentes principais ou PC’s.

X =T xPT +E Equacédo 1
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Na Figura 6 estd ilustrado o significado dos vectores t (vectores scores) e p (vectores
loadings) no plano bidimensional com duas variaveis, x; € X,. Na Figura 6A esti
representada a componente principal que € a recta que explica a maior variabilidade
das amostras da Figura 6B. Os vectores scores sdo as projec¢des das amostras na
direccao da componente principal e os vectores loadings sdo 0s cosenos dos angulos

formados entre a componente principal e cada variavel.

Xz PC
x +m
A 2 ’ B /~.|
e 2
.3
=
UNIT VECTOR
6
Xy . 7 Xy
Py = COSH, Ls
P2 = CO5 82
.E

Figura 6 - Representagédo de uma componente principal para duas variaveis x; e x,. A —
Representacéo dos vectores loadings. B — Representagéo dos vectores scores das amostras
de 1 a 6 na direc¢éo da componente principal.

Fonte: Geladi et al., 1986.

As componentes principais sdo combinagfes lineares das varidveis originais e
ortogonais entre si. As PC’s sdo obtidas por ordem decrescente de informacéo
estatistica, ou seja, a primeira componente principal € o vector préprio associado ao
valor préprio mais elevado, a segunda componente principal € o vector préprio
corresponde ao segundo valor préprio mais elevado, e assim sucessivamente (Naes et
al., 2002).

O numero minimo de componentes principais pode ser estimado através de varios

métodos, sendo 0 mais comum a valida¢éo cruzada (Wiberg, 2004).
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1.6.2.2. Regressédo por Componentes Principais (PCR) e Regressao

por Minimos Quadrados Parciais (PLS)

Tanto a regressdo por componentes principais (Principal Component Regression —
PCR), como a regressdao por minimos quadrados parciais (Partial Least-Square
Regression — PLS) sdo dois métodos cujo objectivo é determinar combinacdes
lineares (componentes ou factores) do conjunto de valores de X e utilizar apenas
essas combinacbes para o estabelecimento da equacdo de regressdo (Naes et al.,
2002). Ambos os métodos determinam novas variaveis preditoras, mas de formas

distintas.

O método PCR baseia-se na regressdo linear mdltipla, usando como variaveis
regressoras as componentes principais (PC’s) (Geladi et al., 1986; Naes et al., 2002).
Neste caso, apenas a informacao contida dos espectros (matriz X) e as PC’s
determinadas pela PCA sdo utilizadas na determinagdo das novas variaveis
preditoras.

No caso do método PLS, para a determinacdo das novas variaveis preditoras é
necessario ter em conta ndo so6 a informagdo contida nos espectros (matriz X), como
também os valores de concentracao (matriz Y). No processamento matematico sédo
determinadas duas matrizes que traduzem as varia¢gdes nos dois conjuntos de dados,
sendo posteriormente gerados 0s seus vectores proprios, também designados de
factores PLS. Estes vectores podem ser utilizados na predicdo das concentracoes,
uma vez que contém toda a informacéo relevante para o sistema em estudo. A
vantagem assenta no facto de que toda a informacdo importante fica comprimida e

pode ser utilizada na calibragéo (Conzen, 2006).

O primeiro factor caracteriza-se por apresentar as principais alteracdes observadas no
espectro NIR, o qual tém grande importancia no modelo de calibragdo. Com o
aumento do numero de factores, apenas pequenas alteracdes na estrutura sao
caracterizadas. Um reduzido numero de factores caracteriza importantes alteracdes na
estrutura espectral, enquanto um elevado numero de factores caracteriza

essencialmente disturbios causados pelo ruido (Conzen, 2006).
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1.6.3. Calibracao e validacdo do modelo

O modelo de calibragdo consiste no estabelecimento de uma correlagdo entre os
resultados espectrais com a composi¢cédo de uma dada substancia, procurando obter a

melhor correlacdo possivel entre os dados (Conzen, 2006).

O numero de amostras utilizado no modelo de calibracdo € importante e depende
muito da sua complexidade e variabilidade, variando entre 50 a 100 amostras. Para
produzir um modelo robusto deve-se verificar variabilidade nas concentracbes da
substancia em interesse, bem como apresentar uma distribuicdo uniforme entre os
extremos da gama de valores (Pasquini, 2003). As amostras de calibracdo devem ser

representativas das amostras a analisar futuramente (Wiedemann et al., 1998).

Para o estabelecimento do modelo é necessario definir a regido espectral, o pré-
tratamento e o nimero de factores PLS. Isto é realizado através da validagéo cruzada
(cross validation). A validacao cruzada € uma técnica baseada apenas no conjunto de
dados de calibracdo. Neste caso, € retirada uma amostra de um conjunto de n
amostras, sendo as restantes n-1 amostras utilizadas para obter um modelo para
predicdo dos valores da amostra excluida. Repete-se o procedimento até que todas as
amostras tenham sido excluidas uma vez e os seus valores preditos (Naes et al.,
2002). A comparacao dos resultados preditos com os valores de referéncia permitem
calcular o coeficiente de determinacéo (r’) e o erro quadratico médio da validacio
cruzada (RMSECV - Root Mean Squared Error of Cross Validation) (Equacéo 2).
Quanto menor o valor de RMSEC, melhor o modelo (Conzen, 2006).

RMSECV = \/ﬁzln:l(yi referéncia — yi previsto)? Equacéo 2

A seleccdo do numero optimo de factores é crucial para a qualidade do modelo PLS.
Um modelo com menos factores do que o necessario (underfitting) origina resultados
pouco satisfatérios, uma vez que a informacdo do modelo é insuficiente. Por outro
lado, um numero excessivo de factores (overfitting) normalmente contém ruido e,

portanto, o modelo também é insatisfatério (Conzen, 2006).

A validagdo cruzada tem sido utlizada como género de validacdo interna do modelo
nos casos em que o numero de amostras é limitado, inferior a 50 amostras, ndo sendo
possivel realizar uma verdadeira validacdo (externa) do modelo. No entanto, estes

modelos devem ser usados com cautela até se proceder a sua validagao.
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A validagdo externa consiste na predicdo dos valores dos parametros de novas
amostras, usando cada um dos modelos, e correlacionar esses valores com os valores
obtidos pelos métodos de referéncia. A utilizagdo de novas amostras, ditas
independentes por ndo terem sido utilizadas na modelacao, é crucial para a validacao
dos modelos. A seleccado das amostras é feita de modo a cobrir o intervalo de variacao
para o parametro em causa. A avaliacdo destes modelos é realizada através do
coeficiente de determinacéo (r?), erro médio quadratico da predicdo (RMSEP - Root

Mean Squared Error of Prediction) e RPD (Ratio Performance Deviation).

O coeficiente de determinacgéio (r?) indica a propor¢do da variabilidade de y que é
explicada pela regresséo. O seu valor varia entre 0 e 1, sendo a recta de regressdo

perfeita quando r? = 1.

O erro quadratico médio da predicdo (RMSEP) corresponde a raiz quadrada do
somatorio do quadrado dos desvios (valor predito - valor de referéncia) divididos pelo
namero de amostras (Equacdo 3) (Naes et al., 2002). RMSEP é uma medida
gquantitativa da precisédo da previsdo do modelo no caso da validagédo externa e quanto

menor este erro melhor serd a qualidade do modelo (Conzen, 2006).

RMSEP = \/%Z?zl(yi referéncia — yi previsto)? Equacgéo 3

Por forma a comparar a performance relativa dos modelos também se usa a estatistica
RPD que corresponde a razao entre o erro quadratico médio da predicdo (RMSEP) e o
desvio padrdo das amostras de validacdo (Equacao 4). Os modelos com RPD = 2,5
sdo Uteis para a triagem de amostras e com RPD > 5 podem ser usados no controlo
de qualidade (Williams et al., 1993).

Desvio Padrao ~
RPD = ——— Equacéo 4
RMSEP
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2. Material e métodos

2.1. Amostras

Neste trabalho utilizaram-se amostras de 6leos refinados (soja e girassol), azeite
virgem extra e azeite utilizadas no controlo de qualidade do produto. No total foram
utilizadas 642 amostras, das quais 89 sdo de 6leo de soja refinado, 209 de 6leo de
girassol refinado, 208 de azeite virgem extra e 136 de azeite, analisadas de acordo
com os métodos de referéncia e com os padrdes de qualidade da Sovena Portugal

Consumer Goods S.A.
2.2. Métodos de referéncia

No Anexo | encontra-se a descricdo suméaria de cada um dos métodos de referéncia
utiizados na determinagcdo de cada parametro (acidez, indice de peroxidos,
absorvancias no ultravioleta, indice de anisidina, indice de iodo, composicdo em

acidos gordos, composicdo em esterdis, estigmastadienos, eritrodiol e uvaol).
2.3. Aquisicédo dos espectros

Para cada amostra foram obtidos espectros em duplicado num espectrofotémetro FT-
NIR, modelo MPA (Multi Purpose Analyzer) da Bruker Optic GmbH Germany com
detector InGaAs (indio-galio-arsénio), regido espectral entre 12500 a 4000 cm™,
resolucdio de 8 cm™, 32 acumulacdes por espectro a uma temperatura de 55 °C, num
vial com 8 mm de percurso optico. Antes da leitura das amostras no espectrofotbmetro
NIR, estas foram mantidas a uma temperatura de 55 + 1 °C. Uma vez que as amostras
sao liquidas e translicidas, ndo foi necessario qualquer tipo de pré-tratamento das

mesmas, sendo utilizado cerca de 1mL de amostra.
2.4. Validag&o dos modelos Bruker

Os modelos fornecidos pela Bruker foram obtidos para cada parametro utilizando
amostras de 6leos e azeites simultaneamente. Para estes modelos a Bruker forneceu
resultados da validagdo externa para alguns paradmetros e para outros parametros
apenas os resultados da calibracdo (Tabela 6). Para os paradmetros relativos ao 3 —
sitosterol, esterdis totais, indice de perdxidos e absorvancias no ultravioleta (232 e 270

nm) a Bruker ndo forneceu nenhuma informacéao.
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Tabela 6 - Resultados estatisticos dos modelos fornecidos pela Bruker.

Parametro r? RMSE RPD Rk Resultados
Acidez (%) 0,99 0,02 13,3 18 Validacdo
C16:0 (%) 0,98 0,52 7,6 25  Validacdo
C16:1 (%) 0,86 0,02 2,7 20 Calibragéo
C18:0 (%) 0,98 0,04 7,0 20 Calibracdo
C18:1 (%) 1,00 0,51 30,4 18 Calibracdo
C18:2 (%) 1,00 0,53 45,0 18 Validacao
C18:3 (%) 1,00 0,15 19,3 14  Validacao

ind. iodo 0,95 0,40 4,3 6 Calibracdo

Estes modelos fornecidos pela Bruker foram validados individualmente para cada tipo
de 6leo e azeite para os seguintes parametros: 6leos de soja e girassol refinados -
acidez, C16:0, C16:1, C18:0, C18:1, C18:2, C18:3 e indice de iodo; azeite virgem extra
e azeite - acidez, C16:0, C18:0, C18:1, C18:2, C18:3, B — sitosterol, esterdis totais,
indice de peroxidos e absorvancias no ultravioleta (232 e 270 nm).

2.5. Calibragao e validagdo de modelos

Procedeu-se também ao desenvolvimento de modelos de calibragdo, individualmente
para cada tipo de 6leo e azeite, para diversos parametros: 6leos de soja e girassol
refinados - acidos gordos (C16:0, C16:1, C18:0, C18:1, C18:2, C18:3), indice de iodo,
indice de anisidina e absorvancias no ultravioleta (230 e 270 nm); azeite virgem extra -
acidez, &cidos gordos (C16:0, C16:1, C18:0, C18:1, C18:2), esteréis totais,
absorvancia no ultravioleta (232 nm), eritrodiol e uvaol. Para o azeite foram
desenvolvidos modelos de calibracdo para os mesmos parametros que o azeite virgem
extra e para o B — sitosterol. No caso do azeite virgem extra procedeu-se ainda ao
desenvolvimento de dois modelos de calibracdo para a quantificacdo de

estigmastadienos.

Os modelos de calibracdo foram desenvolvidos pelo método da regressdo por
minimos quadrados parciais (PLS), usando o software Bruker OPUS Quant 2 vs. 7.0
(Bruker Optics, Ettlingen, Germany), correlacionando os parametros de interesse com
0S respectivos espectros. Para o efeito, testaram-se diferentes combinagbes de
regibes espectrais e de pré-tratamento usando a opgéo optimize do Quant2. O nimero
de componentes PLS (rank) foi obtido por validacdo cruzada. Nos casos em que se

obteve mais do que um modelo de boa qualidade para um determinado parametro, os
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modelos foram seleccionados comparando os resultados estatisticos da validagéo
cruzada (r?, RMSECV e RPD).

Estes modelos foram entdo validados com novas amostras e a sua performance
avaliada (r, RMSEP e RPD).

2.6. Deteccédo de amostras desviantes (outlier e outsiders)

A distancia de Mahalanobis é utilizada como diagndstico para a deteccdo de amostras
desviantes, quer no caso em que o espectro é diferente dos de calibracdo (outlier),
quer quando o valor predito fica fora do intervalo de valores das amostras de
calibragcdo (outsider). O limite para a distancia de Mahalanobis é determinado com
base na distribuicdo de todos os espectros de calibragéo, calculando a média e o
desvio padrdo. Assumindo uma distribuicdo normal define-se um limite (one-sided) que
cobre a probabilidade de 99,999%.
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3. Resultados e discussao

3.1. Validag&o dos modelos Bruker

Nesta primeira parte do trabalho procedeu-se a validacdo externa dos modelos
genéricos desenvolvidos pela Bruker para cada um dos produtos em estudo (6leo de

soja e girassol refinados, azeite virgem extra e azeite).

Na Tabela 7 sdo apresentadas as estatisticas de validacdo externa relativamente ao

6leo de soja refinado.

Tabela 7 - Resultados estatisticos referentes a validagc&o externa dos modelos genéricos

aplicados ao 6leo de soja refinado.

Soja Refinada Validacdo externa

Parametros N.® ¥ RMSEP RPD
amostras

Acidez (%) 88 0,00 0,01 0,9
C16:0 (%) 89 0,39 0,17 1,2
C18:0 (%) 89 0,81 0,23 15
C18:1 (%) 87 0,97 0,26 4,6
C18:2 (%) 86 0,93 0,37 2,9
C18:3 (%) 89 0,97 0,10 4,6

indice de iodo 86 0,91 0,61 3,0

De acordo com a analise da Tabela 7, verifica-se que os modelos da Bruker para a
acidez e acido palmitico (C16:0) ndo sdo adequados para a determinacao destes dois
parametros em 6leo de soja refinado. Além de apresentarem um coeficiente de
determinac&o (r?) muito reduzido, 0,00 e 0,39 para a acidez e C16:0, respectivamente,
também o valor de RPD ¢é bastante baixo. Este resultado mostra bem a importancia de
validar os modelos com um subconjunto de amostras para as quais se pretende utilizar
0s modelos. Os restantes paradmetros apresentam valores de r’ entre 0,81 e 0,97,
valores considerados elevados, e os respectivos valores de RPD, com excepc¢ao do
C18:0 (RPD = 1,5), indicam que os modelos podem ser utilizados para a triagem de
amostras (RPD = 2,5).

No caso do 6leo de girassol refinado, de acordo com a Tabela 8, constata-se que 0s
modelos, a excepcdo do modelo referente a acidez, apresentam resultados
estatisticos inferiores quando comparados com os resultados obtidos para o 6leo de
soja refinado.
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Tabela 8 - Resultados estatisticos referentes a validacdo externa dos modelos genéricos

aplicados ao 6leo de girassol refinado.

Girassol Refinado Validagao externa
Parametros N.° r  RMSEP RPD
amostras
Acidez (%) 209 0,21 0,01 1,1
C16:0 (%) 209 0,39 0,29 0,8
C16:1 (%) 208 0,71 0,02 0,8
C18:0 (%) 209 0,33 0,19 0,9
C18:1 (%) 209 0,95 0,24 3,1
C18:2 (%) 209 0,89 0,46 1,9
C18:3 (%) 185 0,20 0,04 0,6
indice de iodo 208 0,58 0,69 1,2

Analisando a referida tabela, verifica-se que apenas o modelo relativo ao C18:1 (r* =
0,95; RPD = 3,1) é adequado, embora o modelo C18:2 também possa ser usado (r* =
0,89; RPD = 1,9). Para estes modelos a Bruker ndo apresentou resultados de
validagdo, apenas os de calibragdo (Tabela 6). Como se pode verificar, os valores
apresentados de RPD de 30 e 45, néo reflectem de todo a capacidade preditiva dos
modelos para estimar amostras de 6leo de girassol refinado. No entanto, é de realcar
gue o erro da validacdo (Tabela 8) é inferior ao erro da calibracdo da Bruker (Tabela
6). Os restantes parametros apresentam valores de r? entre 0,20 e 0,71 e valores de
RPD inferiores a 1,2, denotando a fraca relagéo existente entre os resultados preditos

pelo FT-NIR e os resultados obtidos pelo método de referéncia.

Na Tabela 9 sdo apresentados os resultados estatisticos referentes a validacdo

externa para o azeite virgem extra.

26



Caracterizacao de 6leos vegetais e azeites através de espectroscopia de infravermelho
préximo com transformada de Fourier (FT-NIR)

Tabela 9 - Resultados estatisticas referentes a validacdo externa dos modelos genéricos

aplicados ao azeite virgem extra.

Azeite Virgem Extra Validacdo externa
A N.° 2

Parametros amostras r RMSEP RPD
Acidez (%) 205 0,73 0,03 1,4
C16:0 (%) 199 0,86 0,76 2,4
C18:0 (%) 205 0,82 0,25 1,8
C18:1 (%) 202 0,94 1,20 3,2
C18:2 (%) 206 0,95 0,51 4,1
C18:3 (%) 206 0,25 0,06 1,0
B - sitosterol (%) 206 0,05 0,52 0,9
Esterdis Totais (ppm) 205 0,37 126,17 1,1
indice de perdxidos (meq O,/ kg) 206 0,02 1,79 0,9
K232 206 0,17 0,27 0,6
K270 206 0,03 0,04 0,4

Como se pode observar, os modelos que apresentaram o0s melhores resultados
estatisticos sdo os referentes ao C16:0 (r2 =0,86; RPD = 2,4), C18:1 (r2 =0,94; RPD =
3,2) e C18:2 (r? = 0,95; RPD = 4,1), que sdo adequados para a triagem das amostras.
Os modelos para o C18:0 e para a acidez também podem ser utilizados, mas os
restantes modelos (C18:3, B-sitosterol, esterodis totais, indice de peroxidos, K232 e
K270) ndo sdo adequados para avaliar 0os respectivos parametros em azeite virgem
extra.

Na Tabela 10 sdo apresentados os resultados estatisticos relativamente a validagéo
externa para o azeite.

Tabela 10 - Estatisticas da validagédo externa dos modelos genéricos aplicados ao azeite.

Azeite Validacao
externa

A N.° 2

Parametros ) r RMSEP RPD
amostras
Acidez (%) 136 0,93 0,03 3,3
C16:0 (%) 136 0,14 0,74 1,0
C18:0 (%) 136 0,38 0,20 1,0
C18:1 (%) 136 0,49 0,93 1,3
C18:2 (%) 130 0,91 0,22 3,2
C18:3 (%) 136 0,02 0,06 0,9
B - sitosterol (%) 136 0,11 0,30 0,9
Esterdis Totais (ppm) 136 0,35 99,7 1,2
ind.Peréxidos (meq O,/ kg) 136 0,06 2,01 0,6
K232 134 0,08 0,34 0,7
K270 134 0,13 0,08 0,4
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Em relacdo ao azeite, os melhores modelos sao os referentes a acidez e C18:2
(Tabela 10). O modelo da acidez, de acordo com o r? obtido (0,93) e o RPD (3,3),
apresenta melhores resultados para o azeite do que para o azeite virgem extra (r* =
0,73; RPD = 1,4), contudo, apresentam o mesmo RMSEP (0,03%). Por outro lado, o
modelo para predi¢cdo do C18:2 apresenta melhores resultados quando utilizado para

0 azeite virgem extra (r2 =0,95; RPD = 4,1), no entanto, o RMSEP ¢é superior (0,51%).

No Anexo Il sdo apresentados os graficos relativos a correlacdo entre os resultados
preditos pelo FT-NIR e os resultados obtidos pelo método de referéncia para cada
parametro em relacdo a cada produto (6leo de soja e girassol refinado, azeite virgem

extra e azeite).

De acordo com os resultados estatisticos apresentados pela Bruker (Tabela 6), todos
0s modelos deviam predizer correctamente os parametros, independentemente do
6leo ou azeite em questdo. Como se verificou, os resultados obtidos com as
validac6es efectuadas individualmente para cada tipo de 6leo ou azeite (Tabelas 7, 8,
9 e 10), a capacidade preditiva varia com o tipo de 6leo ou azeite e com o parametro.
Por exemplo, o modelo da acidez sé prediz bem para o caso do azeite, razoavelmente
bem para o azeite virgem extra e prediz muito mal os 6leos de soja e girassol
refinados. Em parte, estes resultados podem ser explicados pelo facto da variabilidade
da acidez ser mais elevada no azeite, seguida do azeite virgem extra e muito baixa

para os 0leos.

Os modelos relativos & acidez (r* = 0,99; RPD = 13,3) e ao C16:0 (r* = 0,98; RPD =
7,6) (Tabela 6) deveriam apresentar uma boa capacidade preditiva, no entanto, a
validacdo da Bruker foi feita com amostras com um intervalo de variagdo muito
alargado que incluia diferentes tipos de 6leo, nomeadamente 6leo de colza, 6leo de
girassol e soja crus e refinado. Em conclusdo, os modelos genéricos, obtidos com
diferentes Oleos, aparentemente sdo muito bons, mas na pratica ndo funcionam

convenientemente para avaliar os 6leos individualmente.

No Anexo Il estdo representados os graficos relativos a correlagdo entre os
resultados preditos pelo FT-NIR e os resultados obtidos pelos métodos de referéncia

fornecidos pela Bruker em relacdo aos resultados que constam da Tabela 6.
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3.2. Calibracéao e validacdo de modelos
3.2.1. Oleo de soja refinado

Para o 6leo de soja refinado os pardmetros para 0s quais se procedeu ao
desenvolvimento de um modelo foram os acidos gordos (C16:0, C16:1, C18:0, C18:1,
C18:2 e C18:3), indice de iodo, indice de anisidina e absorvancias no ultravioleta
(K230 e K270). Para tal, foram analisadas 89 amostras e os espectros NIR foram

obtidos em duplicado, perfazendo um total de 178 espectros NIR.

Na Figura 7 sao apresentados os espectros do 6leo de soja refinado e as regides
(11500 — 6000 e 5570 — 4500 cm™) consideradas de interesse para o desenvolvimento

dos modelos de calibragéo.

3.000 4.000 5.000
:

1.000

Mt o

0.000

T T T T T T T T T
12000 12000 11000 10000 2000 2000 7000 2000 5000 4000

Numeros de onda (cm_l)
Figura 7 - Espectros NIR referentes as amostras de 6leo de soja refinado e respectiva regiao

espectral de interesse (assinalada a branco) para a determinacéo dos parametros em estudo.

Foram desenvolvidos 0os modelos de calibracdo para cada parametro, encontrando-se
representados na Tabela 11 os resultados obtidos para a validacdo cruzada, incluindo
a regido espectral e pré-tratamento seleccionados que geraram os melhores

resultados.
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Tabela 11 - Resultados estatisticos obtidos na validacédo cruzada dos parametros C16:0,

C16:1, C18:0, C18:1, C18:2, C18:3, indice de iodo, indice de anisidina, K230 e K270 para o

6leo de soja refinado.

. -
Parametro N. pre Intervalo (cm™) Gama de r  RMSECV RPD Rk
amostras  Trat. calibracdo
_ 1stDer 11532,9 - 8998,8
C16:0 (%) 44 LNV 54463 - 4a666 O74-1L05 020 0,16 11 2
C16:1 (%) 45 SNV 5446,3-44782 0,074-0,095 0,12 0,005 1,1 2
C18:0 (%) 55 LOLSY 94038-60982 285-445 096 006 51 10
_ 1stDer 94038 - 7498,3
C18:1 (%) 60 SMSC 5450245977 2L43-2723 099 010 105 10
_ 1stDer 115445 - 8967,9
C18:2 (%) 65 LSNY 54465 . 44785 A49.67-5395 096 019 53 8
_ 1stDer 94038 - 7498,3
C18:3 (%) 65 LSNV 5450245977 559-748 098 006 69 10
ind.iodo 62 SNV 5446,3- 44936 1259-1332 0,98 0,26 68 7
ind.anisidina 65 iStsﬁ‘\e/r 8987,2 - 6102 03-31 021 047 11 1
K230 65 MSC  9002,6-5970,9 3,8-50 0,69 0,10 1,8 12
K270 56 i1stDer 7494,5-59863 1,1-2,8 096 007 53 16

Para avaliar a capacidade de predicao dos modelos procedeu-se a validacao externa.

Na Tabela 12 sé@o apresentados os resultados obtidos para a validacdo externa dos

modelos de calibracdo desenvolvidos.
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Tabela 12 - Resultados estatisticos obtidos na validacdo externa dos parametros C16:0, C16:1,
C18:0, C18:1, C18:2, C18:3, indice de iodo, indice de anisidina, K230 e K270 para o 6leo de

soja refinado.

Parametro N.° r? RMSEP RPD
amostras
C16:0 (%) 41 0,23 0,13 1,1
C16:1 (%) 44 0,31 0,004 1,2
C18:0 (%) 29 0,96 0,08 5,4
C18:1 (%) 20 1,00 0,09 14,6
C18:2 (%) 19 0,98 0,16 7,5
C18:3 (%) 21 0,99 0,06 9,0
ind.iodo 20 0,98 0,26 8,0
ind. anisidina 21 0,13 0,60 1,1
K230 21 - 0,30 0,78
K270 21 0,93 0,12 3,8

3.2.1.1. Acido palmitico (C16:0)

O modelo de calibragdo desenvolvido para o C16:0 apresentou uma fraca capacidade
preditiva (r* = 0,20) e um valor de RMSECV de 0,16% (Tabela 11). Na validacio
externa do modelo (Tabela 12) obteve-se um baixo valor de r? (0,23), o que mostra a
fraca correlacdo dos resultados preditos pelo FT-NIR e os resultados obtidos pelo
método de referéncia (Figura 8). O valor de RMSEP obtido foi de 0,09%, ligeiramente
inferior ao erro obtido na validac&o cruzada, e o valor de RPD foi de 1,7, valor muito
reduzido que indica que o modelo ndo é adequado para predi¢cdo deste parametro.

Comparando os resultados estatisticos da validacdo externa deste modelo com o
modelo genérico (r2 =0,39; RMSEP = 0,17%; RPD = 1,2) (Tabela 7), verifica-se que o
modelo genérico apresenta melhor correlagdo entre os resultados preditos pelo FT-
NIR e os resultados obtidos pelo método de referéncia, contudo, nenhum dos modelos

tem capacidade preditiva para este parametro.
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Figura 8 - Validac&o externa do modelo referente ao parametro C16:0 (%) para o 6leo de soja
refinado.

Valor previsto — C16:0 (%)

3.2.1.2. Acido palmitoleico (C16:1)

No caso do parametro C16:1, obteve-se um r* muito reduzido na validacdo cruzada
(0,12), o que demonstra a fraca capacidade preditiva do modelo, e um valor de
RMSECV de 0,005% (Tabela 11). Na validagdo externa do modelo (Tabela 12)
obteve-se um valor de r? de 0,31, valor superior ao obtido na validag&o cruzada, porém
trata-se de um valor muito baixo que evidencia a fraca correlagdo entre os dados
(Figura 9), e o valor de RMSECYV foi de 0,004%. A fraca correlagédo existente entre os
resultados e o baixo valor de RPD (1,2) confirmam que o modelo é desajustado para

predigdo deste parametro.

32



Caracterizacao de 6leos vegetais e azeites através de espectroscopia de infravermelho
préximo com transformada de Fourier (FT-NIR)

2 |
0.0944 R 7031
S
o 0.089
3
| o6
@]
g 0.084
>
o
2 &
5 0.079
<
>
-
0.074
0.074 0.078 0.08 0.082 0.086 0.09 0.092 0.096

Valor de referéncia — C16:1 (%)

Figura 9 - Validacdo externa do modelo referente ao parametro C16:1 (%) para o 6leo de soja

refinado.

3.2.1.3. Acido esteéarico (C18:0)

No caso do parametro C18:0, os resultados obtidos na validagédo cruzada e validacéo
externa foram muito semelhantes (Tabelas 11 e 12). Em ambos o0s casos obteve-se
um r? elevado (0,96), o que denota a boa correlacéo existente entre os resultados
preditos pelo FT-NIR e os resultados obtidos pelo método de referéncia (Figura 10). O
valor de RPD obtido na validagdo externa (5,4) significa que o modelo pode ser
utilizado no controlo de qualidade (RPD > 5). O RMSECYV foi de 0,06%, enquanto o
RMSEP foi de 0,08%, nédo se verificando uma diferencga significativa.

O modelo de calibracdo desenvolvido apenas com amostras de 6leo de soja refinado
apresentou melhores resultados estatisticos em compara¢cdo com o modelo genérico.
Na validacdo externa do modelo genérico para este mesmo parametro, apesar de
apresentar uma boa correlagéo entre os dados (r* = 0,81), obteve-se um valor de
RMSEP de 0,23% e um baixo valor de RPD (1,5) (Tabela 7).

33



Caracterizacao de 6leos vegetais e azeites através de espectroscopia de infravermelho
préximo com transformada de Fourier (FT-NIR)

j:j R’= 0,06 \ §v>
4.1 o
3.9
35
3.3
3.1-

29 i
289 3 3132 33 34 35 36 37 38 39 4 41 42 43 44 4.

Valor previsto — C18:0 (%)

Valor de referéncia — C18:0 (%)
Figura 10 - Validacdo externa do modelo referente ao parametro C18:0 (%) para o 6leo de soja

refinado.

3.2.1.4. Acido oleico (C18:1)

Tanto na validacdo cruzada como na validagdo externa referente ao C18:1 (Tabelas
11 e 12) obtiveram-se bons resultados estatisticos. Na validagéo cruzada obteve-se
um r? de 0,99, o que indica que o modelo tem uma boa capacidade preditiva, e o valor
de RPD foi de 10,5. Na validagédo externa obteve-se um r> de 1, revelando uma boa
correlacdo entre os resultados preditos pelo FT-NIR e os resultados obtidos pelo
método de referéncia (Figura 11), e o valor de RPD obtido foi de 13,7, indicando que
este modelo pode ser utilizado no controlo de qualidade (RPD > 5). O valor de
RMSECYV e do RMSEP foi de 0,10 e 0,09%, respectivamente.

Verifica-se também que a validacdo externa deste modelo apresenta melhores
resultados estatisticos quando comparado com os resultados obtidos na validacao
externa do modelo genérico (r* = 0,97; RMSEP = 0,26%; RPD = 4,6) (Tabela 7),
todavia, verifica-se que o modelo genérico também é adequado para predicdo deste

parametro.
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Figura 11 — Validag&o externa do modelo referente ao pardmetro C18:1 (%) para o Oleo de

soja refinado.

3.2.1.5. Acido linoleico (C18:2)

No caso do parametro C18:2, verificou-se uma melhoria dos resultados na validagéo

externa, tendo-se obtido um menor erro (RMSEP = 0,16 %) e um valor de r* (0,98) e

RPD (7,5) mais elevados (Tabela 12) comparativamente a validacdo cruzada (r* =

0,96; RMSECV = 0,19%; RPD = 5,3) (Tabela 11). O elevado valor de r* obtido na

validagdo externa indica uma boa correlacdo entre os resultados preditos pelo FT-NIR

e os resultados obtidos pelo método de referéncia (Figura 12). Este modelo é

adequado para utilizagdo no controlo de qualidade, uma vez que apresenta um RPD

superior a 5.

Verifica-se também que a validacdo externa deste modelo apresenta melhores

resultados estatisticos quando comparado com os resultados obtidos na validagéo
externa do modelo genérico (r* = 0,93; RMSEP = 0,37%; RPD = 2,9) (Tabela 7),

apresentando estes dois modelos capacidade preditiva para o parametro em questéo.
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Figura 12 - Validag&o externa do modelo referente ao parametro C18:2 (%) para o 6leo de soja

refinado.

3.2.1.6. Acido linolénico (C18:3)

O parametro C18:3 obteve na validagdo externa um valor de r? de 0,99 e um valor de
RPD de 9 (Tabela 12), valores superiores aos obtidos na validacdo cruzada (r* = 0,98;
RPD = 6,9) (Tabela 11). Estes valores comprovam a boa correlagdo existente entre os
resultados preditos pelo FT-NIR e os resultados obtidos pelo método de referéncia
(Figura 13), o que mostra que este modelo é adequado para a predicdo deste
parametro, podendo ser utilizado no controlo de qualidade. Tanto o valor de RMSECV
como o valor de RMSEP foi de 0,06%.

Apesar deste modelo e do modelo genérico apresentarem uma boa capacidade
preditiva, este modelo obteve melhores resultados estatisticos na validacdo externa
comparativamente ao modelo genérico (r* = 0,97; RMSEP = 0,10%; RPD = 4,6)
(Tabela 7).
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Figura 13 - Validacdo externa do modelo referente ao parametro C18:3 (%) para o 6leo de soja

refinado.

3.2.1.7. indice deiodo

De acordo com os dados das Tabelas 11 e 12, verifica-se que o indice de iodo
apresenta uma boa correlacdo entre os resultados preditos pelo FT-NIR e os
resultados obtidos pelo método de referéncia (Figura 14), dado o elevado valor de r?
(0,98) obtido na validacdo externa. O valor de RMSECV obtido foi o mesmo que o
RMSEP (0,26), tendo-se verificado um aumento do valor de RPD da validag&o cruzada
(6,8) para a validacdo externa (8). O elevado valor de r> e RPD confirmam a
aplicabilidade deste modelo na predicdo deste parametro, que pode ser utilizado no
controlo de qualidade.

Apesar deste modelo e do modelo genérico apresentarem uma boa capacidade
preditiva, este modelo obteve melhores resultados estatisticos na validacdo externa
comparativamente ao modelo genérico (> = 0,91; RMSEP = 0,61; RPD = 3) (Tabela
7).
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Figura 14 — Validacédo externa do modelo referente ao pardmetro indice de iodo para o 6leo de

soja refinado.

3.2.1.8. Indice de anisidina

Na validag&o cruzada (r* = 0,21; RMSECV = 0,47; RPD = 1,1) (Tabela 11) obtiveram-
se melhores resultados comparativamente a validacdo externa (r2 = 0,13; RMSEP =
0,60; RPD = 1,1) (Tabela 12), tendo-se verificado uma diminui¢&o do r* bem como do
RPD e um aumento do erro. Este modelo apresenta uma fraca capacidade preditiva,
verificando-se uma fraca correlagdo entre os resultados preditos pelo FT-NIR e os
resultados obtidos pelo método de referéncia (Figura 15), ndo sendo adequado para

predigdo deste parametro.
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Figura 15 - Validagéo externa do modelo referente ao pardmetro indice de anisidina para o

Oleo de soja refinado.

3.2.1.9. Absorvancia no ultravioleta a 230 nm (K230)

O modelo de calibrac&o resultante para o K230 apresentou um r? de 0,69, o que revela
uma fraca capacidade preditiva, um valor de RPD de 1,8 e um valor de RMSECV de
0,10 (Tabela 11). Os resultados obtidos na validagdo cruzada diferem
significativamente dos resultados obtidos na validacdo externa (Tabela 12), tendo-se
verificado que néo existe correlacdo entre os resultados preditos pelo FT-NIR e os
resultados obtidos pelo método de referéncia (Figura 17). O valor de RMSEP foi de
0,30, o triplo do valor obtido na validacdo cruzada, e o valor de RPD obtido na
validacdo externa foi de apenas 0,78. Este modelo ndo é adequado para predigdo

deste parametro.
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Figura 16 - Validacdo externa do modelo referente ao parametro K230 para o 6leo de soja

refinado.

3.2.1.10. Absorvancia no ultravioleta a 270 nm (K270)

Com base na andlise das Tabelas 11 e 12 relativamente ao K270,verifica-se que em
ambas as validages obteve-se um r? elevado (r%acuzada = 0,96; MPyaiexiema = 0,92),
demonstrando uma elevada correlagdo entre os resultados preditos pelo FT-NIR e os
resultados obtidos pelo método de referéncia (Figura 17). O valor de RMSEP foi de
0,12, superior ao valor de RMSECV que foi de 0,07. Verifica-se também uma
diminuicdo do RPD, que na validacdo cruzada foi de 5,3 e na validacdo externa foi de
3,8. Este modelo apresenta uma boa capacidade preditiva, podendo ser utilizado na
predigdo deste parametro.
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Figura 17 - Validacdo externa do modelo referente ao parametro K270 para o 6leo de soja

refinado.

3.2.2. Oleo de girassol refinado

Para o Oleo de girassol refinado os parametros para 0s quais se procedeu ao
desenvolvimento de um modelo foram os acidos gordos (C16:0, C16:1, C18:0, C18:1,
C18:2 e C18:3), indice de iodo, indice de anisidina e absorvancias no ultravioleta
(K230 e K270). Para tal, foram analisadas 209 amostras e os espectros NIR foram

obtidos em duplicado, perfazendo um total de 418 espectros NIR.

A regido espectral de interesse foi considerada a mesma utilizada para o 6leo de soja
refinado (11500 — 6000 e 5570 — 4500 cm™).

Foram desenvolvidos os modelos de calibracdo para cada parametro, encontrando-se
representados na Tabela 13 os resultados obtidos para a validacdo cruzada, incluindo
a regido espectral e pré-tratamento seleccionados que geraram o0s melhores
resultados.
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Tabela 13 - Resultados estatisticos obtidos na validacéo cruzada dos parametros C16:0,
C16:1, C18:0, C18:1, C18:2, C18:3, indice de iodo, indice de anisidina, K230 e K270 para o

Oleo de girassol refinado.

Parametro amgg':ras 'IF')rraét.. Intervalo (cm™) gﬁm 2@%% r? RMSECV RPD Rk
C16:0 (%) 114 5D 9;‘ jéé?z'_‘sgég’é‘? 584-759 081 008 23 7
C16:1 (%) 101 SNV 52%?3'_622;‘;2 0'8,71‘2‘ 0,90 0004 32 10
C18:0 (%) 139 5D gjgg:g ] igjg:§ 299-370 094 004 41 12
C18:1 (%) 145  2ndDer 4%‘;51%9'_722356 zgffs‘ 098 009 64 7
C18:2 (%) 143 D 94038 - 60982 52;5792‘ 096 017 51 10
C18:3 (%) K 2jgg:g ] igggﬁ 0,02-021 068 0007 18 13
ind.iodo 137 15;%6\; T 9403,8 - 6098,2 1123?4'57‘ 088 0,25 29 9
ind.anisidina 101 2ndDer 9403,8-60133 23-84 022 064 11 7
K230 127 sSLs gi%:g ] 2?132:2 23-59 081 013 23 11
K270 126 13,\;%% ¥ 9;‘243(’5?3'_622&2 08-40 080 012 22 12

Na Tabela 14 s&do apresentados os resultados estatisticos relativos a validacao

externa destes parametros.

Tabela 14 - Resultados estatisticos obtidos na validagéo externa dos parametros C16:0, C16:1,
C18:0, C18:1, C18:2, C18:3, indice de iodo, indice de anisidina, K230 e K270 para o 6leo de

girassol refinado.

o)
Parametro N. r? RMSEP (%) RPD
amostras

C16:0 (%) 68 0,84 0,07 2,5
C16:1 (%) 101 0,86 0,05 2,7
C18:0 (%) 55 0,89 0,06 3,1
C18:1 (%) 54 0,98 0,08 7,2
C18:2 (%) 57 0,93 0,22 3,7
C18:3 (%) 50 0,63 0,01 1,8
ind. iodo 54 0,90 0,28 3,1
ind. anisidina 101 - 0,78 0,9
K230 50 0,88 0,12 2,9
K270 73 0,66 0,18 1,7
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3.2.2.1. Acido palmitico (C16:0)

De acordo com a analise das Tabelas 13 e 14 relativamente ao C16:0, verifica-se que
0s resultados obtidos na validagdo cruzada e validagdo externa s&o muito
semelhantes. O r? obtido na validacdo cruzada foi de 0,81, indicando uma boa
capacidade preditiva, e um valor de RMSECV de 0,08%. Na valida¢édo externa obteve-
se um r* de 0,84, expressando uma boa correlacdo entre os resultados preditos pelo
FT-NIR e os resultados obtidos pelo método de referéncia (Figura 18), um valor de
RMSEP de 0,07% e o valor de RPD obtido foi de 2,5. Deste modo, pode-se afirmar
que este modelo apresenta uma boa capacidade preditiva, podendo ser utilizado para

a predicé@o dos resultados do pardmetro em questéo.

Comparando os resultados estatisticos da validagdo externa deste modelo com os
resultados estatisticos obtidos na validagdo externa do modelo genérico para este
parametro, verifica-se que o modelo genérico ndo apresenta capacidade preditiva para
0 C16:0 (r* = 0,39; RMSEP = 0,29%; RPD = 0,8) (Tabela 8).
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Valor de referéncia — C16:0 (%)

Figura 18 - Validacdo externa do modelo referente ao parametro C16:0 (%) para o 6leo de

girassol refinado.

3.2.2.2. Acido palmitoleico (C16:1)

De acordo com os dados das Tabelas 13 e 14, na validacdo cruzada obteve-se um

valor de r? de 0,90, demonstrando que o modelo tem uma boa capacidade preditiva, e
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um valor de RMSECYV de 0,004%. Na validacio externa o r? obtido foi de 0,86 e o valor
de RMSEP foi de 0,05%, valor significativamente superior ao erro obtido na validacdo
cruzada. O valor de RPD obtido na validacao externa foi de 2,7, valor aceitavel e que
significa que o modelo pode ser utilizado na triagem de amostras. Na Figura 19 esta
representada a boa correlacdo existente entre os resultados obtidos pelo FT-NIR e os
resultados obtidos pelo método de referéncia. Este modelo de calibracdo € adequado
para predi¢cdo deste parametro.

Comparando os resultados estatisticos da validacdo externa deste modelo com os do
modelo genérico, verifica-se que este modelo apresenta melhores resultados em
relagcéo ao modelo genérico (r* = 0,71; RMSEP = 0,02%; RPD = 0,8) (Tabela 8).
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Figura 19 - Validagdo externa do modelo referente ao parametro C16:1 (%) para o 6leo de

girassol refinado.

3.2.2.3. Acido esteérico (C18:0)

De acordo com os dados das Tabelas 13 e 14, o modelo de calibracdo desenvolvido
para o C18:0, apesar de ter apresentado melhores resultados na validacdo cruzada (r*
= 0,94; RMSECV = 0,04%; RPD = 4,1), na validacdo externa do modelo obteve-se
igualmente um valor de r* elevado (0,90) e um valor de RPD de 3,14, o que confirma

gue o modelo é adequado para a predigcdo deste parametro, e apresenta uma boa
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correlacdo entre os resultados preditos pelo FT-NIR e os resultados obtidos pelo
método de referéncia (Figura 20).

Comparando os resultados estatisticos da validacao externa deste modelo com os do
modelo genérico, verifica-se que este modelo apresenta melhores resultados em
relagcéo ao modelo genérico (r* = 0,33; RMSEP = 0,19%; RPD = 0,9) (Tabela 8), o qual
apresenta uma fraca capacidade preditiva, ndo sendo adequado para predicdo deste
parametro.
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Figura 20 - Validagdo externa do modelo referente ao parametro C18:0 (%) para o Oleo de
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girassol refinado.

3.2.2.4. Acido oleico (C18:1)

De acordo com a andlise das Tabelas 13 e 14, verifica-se que tanto na validagao
cruzada como na validagdo externa se obteve um valor de r* de 0,98, o que significa
que existe uma boa correlacdo entre os resultados preditos pelo FT-NIR e os
resultados obtidos pelo método de referéncia (Figura 21). Para além disso, verifica-se
um aumento do valor de RPD de 6,4 (validac&o cruzada) para 7,2 (validacdo externa)
e um valor de RMSEP de 0,08%, ligeiramente inferior ao RMSECV (0,09%). Este

modelo revela uma boa capacidade preditiva para este parametro.

Comparando os resultados estatisticos deste modelo com o modelo genérico (r* =
0,95; RMSEP = 0,24%; RPD = 3,1) (Tabela 8), verifica-se que ambos os modelos
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apresentam uma boa capacidade preditiva, no entanto, este modelo apresenta
melhores resultados.
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Figura 21 - Validagdo externa do modelo referente ao parametro C18:1 (%) para o 6leo de

girassol refinado.

3.2.2.5. Acido linoleico (C18:2)

O modelo de calibracdo resultante para a quantificacdo do C18:2 apresentou um r?
elevado (0,96), mostrando uma boa capacidade preditiva, e um valor de RMSECV de
0,17% (Tabela 13). Na validagcdo externa do modelo (Tabela 14), o valor de RMSEP
obtido foi de 0,22% e obteve-se um r* de 0,93, evidenciando uma boa correlagéo entre
os dados (Figura 22), e um valor de RPD de 3,72, o que indica que o modelo é

adequado para predicdo deste parametro.

Comparando os resultados estatisticos deste modelo com os do modelo genérico (r* =
0,89; RMSEP = 0,46%; RPD = 1,9) (Tabela 8), verifica-se que este modelo apresenta
melhores resultados estatisticos.
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Figura 22 - Validacdo externa do modelo referente ao parametro C18:2 (%) para o 6leo de

girassol refinado.

3.2.2.6. Acido linolénico (C18:3)

Para a quantificacdo do C18:3, o modelo de calibragédo resultante mostrou uma fraca
capacidade preditiva (r* = 0,68) e um valor de RMSECV de 0,007% (Tabela 13). Na
validagcdo externa obteve-se um r? de apenas 0,63, um RPD de 1,8 e o valor de
RMSEP obtido foi de 0,009% (Tabela 14). Na Figura 23 estad representada a
correlacdo entre os resultados preditos pelo FT-NIR e os resultados obtidos pelo
método de referéncia. Com base nos resultados obtidos em ambas as validagfes

pode-se afirmar que o modelo ndo é adequado para predicado deste parametro.

Comparando os resultados estatisticos da validagédo externa deste modelo com os do
modelo genérico para este pardmetro, verifica-se que este modelo apresenta melhores
resultados em relacdo ao modelo genérico (> = 0,20; RMSEP = 0,04%; RPD = 0,6)
(Tabela 8), no entanto, nenhum dos modelos apresenta capacidade preditiva para

este parametro.
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Figura 23 - Validacdo externa do modelo referente ao parametro C18:3 (%) para o 6leo de

girassol refinado.

3.2.2.7. indice deiodo

O modelo da calibracdo relativo ao indice de iodo apresenta uma boa capacidade
predita (r* = 0,88) e o valor de RMSECYV obtido foi de 0,25 (Tabela 13). Na validag&o
externa do modelo (Tabela 14) obteve-se um valor de RMSEP (0,28), ligeiramente
superior ao RMSECYV (0,25), um valor de r’ de 0,90, o gue indica uma boa correlagéo
entre os resultados preditos pelo FT-NIR e os resultados obtidos pelo método de
referéncia (Figura 24), e um valor de RPD de 3,1. Dado o elevado valor de r? obtido na
validagdo externa e o valor de RPD (= 2,5), pode-se concluir que este modelo

apresenta uma boa capacidade preditiva para este parametro.

Comparando os resultados estatisticos da validagdo externa deste modelo com os do
modelo genérico para este parametro verifica-se que este modelo apresenta melhores
resultados estatisticos em relagéo ao modelo genérico (r* = 0,58; RMSEP = 0,69; RPD
= 1,2) (Tabela 8), o qual apresenta uma fraca capacidade preditiva face aos
resultados obtidos.

48



Caracterizacao de 6leos vegetais e azeites através de espectroscopia de infravermelho
préximo com transformada de Fourier (FT-NIR)

133.94— '
R[= 0,90

133.4

132.9

132.4

131.9
1314 o3

130.9

Valor previsto — ind. iodo

L
130.4
1304 1308 1312 1316 132 1324 1328 1332 1336 134

Valor de referéncia —ind.iodo

Figura 24 - Validagdo externa do modelo referente ao parametro indice de iodo para o éleo de

girassol refinado.

3.2.2.8. Indice de anisidina

O modelo de calibragdo desenvolvido para o indice de anisidina ndo apresenta
qualquer capacidade preditiva para este parametro. Na validagcdo cruzada obteve-se
um r? de 0,22, valor considerado reduzido, e um RPD de apenas 1,1 (Tabela 13). Na
validagdo externa do modelo (Tabela 14) verificou-se que ndo existe correlagdo entre
os resultados preditos pelo FT-NIR e os resultados obtidos pelo método de referéncia
(Figura 25). O valor de RPD, que avalia a performance do modelo, foi de 0,9,

indicando que o modelo é desajustado para predicdo deste parametro.
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Figura 25 - Validacdo externa do modelo referente ao parametro indice de anisidina para o

Oleo de girassol refinado.

3.2.2.9. Absorvancia no ultravioleta a 230 nm (K230)

O modelo de calibracdo desenvolvido para o K230 apresentou uma boa capacidade
preditiva, dado o elevado valor de r? (0,81), e obteve-se um valor de RMSECV de 0,13
(Tabela 13). Na validacdo externa do modelo (Tabela 14) obteve-se um r* de 0,88,
evidenciando uma boa correlacdo entre os resultados preditos pelo FT-NIR e os
resultados obtidos pelo método de referéncia (Figura 26). O valor de RMSEP foi de

0,12 e o valor de RPD foi de 2,9, confirmando uma boa capacidade preditiva deste

R? + 0,88 %_
5.3 ]

4.8

modelo.

4.3

Valor previsto — K230

3.8

3.3
34 36 38 441 43 45 47 489551 53 54

Valor de referéncia — K230
Figura 26 - Validagdo externa do modelo referente ao parametro K230 para o 6leo de girassol

refinado.
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3.2.2.10. Absorvancia no ultravioleta a 270 nm (K270)

Relativamente ao parametro K270, verifica-se que a validacdo cruzada (Tabela 13)
apresenta melhores resultados estatisticos em comparagdo com a validagdo externa
(Tabela 14). Na validacdo cruzada obteve-se um r? de 0,80, 0 que presumiu que 0
modelo a partida seria adequado a previsdo deste parametro, e um valor de RMSECV
de 0,12, contudo, verifica-se na validacdo externa que o modelo ndo é adequado para
a predicdo deste parametro, uma vez que o r obtido foi de 0,66 e o valor de RPD foi
de 1,7, valores considerados reduzidos. O valor de RMSEP obtido foi de 0,18,
ligeiramente superior ao RMSECV. Na Figura 27 esta representada a fraca correlacao
existente entre os resultados preditos pelo FT-NIR e os resultados obtidos pelo

método de referéncia.
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Figura 27 - Validacdo externa do modelo referente ao parametro K270 para o 6leo de girassol

refinado.

3.2.3. Azeite virgem extra

Para o azeite virgem extra, 0s parametros para 0S quais se procedeu ao
desenvolvimento de um modelo foram os acidos gordos (C16:0, C16:1, C18:0, C18:1,
C18:2), B — sitosterol, esterois totais, absorvancia no ultravioleta (K232) e percentagem
de eritrodiol e uvaol. Para tal, foram analisadas 208 amostras e os espectros NIR

foram obtidos em duplicado, perfazendo um total de 416 espectros NIR.
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Na Figura 28 sdo apresentados 0s espectros relativos ao azeite virgem extra e as
regides consideradas de interesse (11500 — 6000 e 5500 — 4500 cm™) para o
desenvolvimento dos modelos de calibragéo.
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-1
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Figura 28 - Espectros NIR referentes as amostras de azeite virgem extra e respectiva regiao

espectral de interesse (assinalada a branco) para a determinacéo dos parametros em estudo.

Foram desenvolvidos 0os modelos de calibracdo para cada parametro, encontrando-se
representados na Tabela 15 os resultados obtidos para a validag¢éo cruzada, incluindo
a regido espectral e pré-tratamento seleccionados que geraram os melhores

resultados.
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Tabela 15 - Resultados estatisticos obtidos na validagédo cruzada dos parametros referentes a

acidez,C16:0,C16:1, C18:0, C18:1, C18:2, ester0is totais, K232 e eritrodiol e uvaol para o

azeite virgem extra.

N.°

Gama de

Parametro Pré-Trat. Intervalo (cm™) : ~ r  RMSECV RPD Rk
amostras calibracéo

Acidez(%) 108  TSLRSTT DUOSS-O982 916-033 088 002 29 9
C16:0 (%) 106 1Stsﬁ‘f/r ¥ 94038-60982 9,7-19.2 091 061 34 7

1stDer+ 94038 - 7498,3

. 0 b ki —

C16:1 (%) 104 ey 6105 cangs 0525 095 008 44 5

7502,2 - 6098,2

. 0 ) L —
C18:0 (%) 115 1stDer oo’ ,eery  16-37 090 014 32 10
C18:1 (%) 103 13;3‘3 T 9403,8-4597,7 60,0-782 096 059 49 6
C18:2 (%) 93 15;3?; T 9403,8-60442 51-148 099 013 12,1 8
Esterois 1250 —
Totais 112 MSC  9403,8 - 7498,3 togg 043 874 13 4
(ppm)
Constant
8451 - 7498,3
K232 102 offset 50750 asos 7 14-245 033 008 12 7
elimination

Eritrodiol + 9403,8 - 7498,3

Uvaol (%) 101 1stDer 6105 . 4597 7 L1-26 057 015 15 7

Apos a validagéo cruzada, procedeu-se a realizagdo da validacdo externa para cada
modelo (Tabela 16).

Tabela 16 - Resultados estatisticos obtidos na validagdo externa dos parametros referentes a
acidez, C16:0, C16:1, C18:0, C18:1, C18:2, esterdis totais, K232 e eritrodiol e uvaol para o

azeite virgem extra.

N.°

2

Parametro r RMSEP RPD
amostras

Acidez (%) 66 0,91 0,01 3,4
C16:0 (%) 67 0,87 0,46 29
C16:1 (%) 66 0,92 0,09 3,5
C18:0 (%) 62 0,93 0,11 3,7
C18:1 (%) 65 0,94 0,68 4,2
C18:2 (%) 61 0,99 0,16 9,1
Esterdis Totais (ppm) 67 0,41 90,8 1,3
K232 67 0,43 0,09 1,3
Eritrodiol + Uvaol (%) 65 0,41 0,15 1,3
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3.2.3.1. Acidez

De acordo com os dados expressos na Tabela 15, verifica-se que o modelo de
calibracdo desenvolvido para a acidez apresentou um r®> de 0,88 e um valor de
RMSECV de 0,02%. Na validacdo externa (Tabela 16) obteve-se um r? de 0,91, o que
demonstra a elevada correlacao existente entre os resultados preditos pelo FT-NIR e
os resultados obtidos pelo método de referéncia (Figura 29), e um valor de RMSEP de
0,01 %, valores proximos dos obtidos na validacao cruzada, o que indica que o modelo
apresenta uma boa capacidade preditiva. O valor de RPD obtido na validacédo externa
foi de 3,4, valor aceitavel e que confirma a adequabilidade deste modelo na predigédo
deste parametro.

Verifica-se também que a validacdo externa deste modelo apresenta melhores
resultados estatisticos quando comparado com os resultados obtidos na validacdo
externa do modelo genérico (r2 =0,73; RMSEP = 0,03%; RPD = 1,4) (Tabela 9).
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Valor de referéncia — Acidez (%)

Figura 29 - Validac&o externa do modelo referente ao parametro acidez (%) para o azeite

virgem extra.

3.2.3.2. Acido palmitico (C16:0)

Com base nos dados da Tabela 15, verifica-se que o modelo de calibracdo para o
C16:0 apresenta uma boa capacidade preditiva dado o elevado valor de r? (0,91),
apresentando um valor de RMSECV de 0,61%. Na validacdo externa deste modelo

(Tabela 16) o r*foi de 0,87, evidenciando uma boa correlagdo entre os dados (Figura
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30), e o valor de RMSEP foi de 0,46%, inferior ao obtido na validacéo cruzada. O valor
de RPD obtido na validagéo externa foi de 2,9, o que confirma que o modelo tem uma
boa capacidade preditiva.

Comparando os resultados da validacdo externa deste modelo com os resultados
obtidos na validacdo externa do modelo genérico (r2 = 0,86; RMSEP = 0,76; RPD =

2,4) (Tabela 9), verifica-se que este modelo apresenta melhores resultados
estatisticos.
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Valor de referéncia — C16:0 (%)

Figura 30 - Validacdo externa do modelo referente ao parametro C16:0 (%) para o azeite

virgem extra.

3.2.3.3. Acido palmitoleico (C16:1)

Analisando a Tabela 15, verifica-se que o modelo referente ao C16:1 apresenta um r?
elevado (0,95), um valor de RMSECYV de 0,08% e um valor de RPD de 4,4, denotando
a boa capacidade preditiva do modelo. Na validagc&do externa do modelo (Tabela 16),
obtiveram-se resultados préximos aos da validacdo cruzada, tendo-se alcancado um r?
igualmente elevado (0,92), demonstrando a boa correlagcdo entre os dados (Figura
31), um valor de RMSEP de 0,09% e o valor de RPD de 3,5, 0 que comprova que este
modelo tem uma boa capacidade preditiva.
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Figura 31 - Validagdo externa do modelo referente ao parametro C16:1 (%) para o azeite

virgem extra.

3.2.3.4. Acido esteérico (C18:0)

O modelo de calibracdo resultante para o C18:0 apresentou uma capacidade de
predicdo elevada, dado o valor de r* (0,90), e o valor de RMSECV foi de 0,14%
(Tabela 15). Na validacdo externa do modelo verifica-se que existe uma boa
correlacdo entre os resultados preditos pelo FT-NIR e os obtidos pelo método de
referéncia (r* = 0,93) (Figura 32), o que demonstra que o modelo é adequado a
predicdo deste parametro, e o valor aceitdvel de RPD (3,7) comprova este facto. O
valor de RMSEP foi de 0,11% (Tabela 16).

Comparando os resultados da validacdo externa deste modelo com os resultados
obtidos na validagéo externa do modelo genérico (r* = 0,82; RMSEP = 0,25%; RPD =
1,8) (Tabela 9), verifica-se que este modelo apresenta melhores resultados
estatisticos.
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Figura 32 - Validacdo externa do modelo referente ao pardmetro C18:0 (%) para o azeite

virgem extra.

3.2.3.5. Acido oleico (C18:1)

O modelo de calibracdo para o C18:1 apresentou um coeficiente determinacdo (r* =
0,96) e valor de RPD (4,9) elevados, e um valor de RMSECV de 0,59% (Tabela 15). A
validagdo externa (Tabela 16) do modelo revelou uma boa correlacdo entre os
resultados preditos pelo FT-NIR e os resultados obtidos pelo método de referéncia
(Figura 33), bem como um RPD elevado (4,2), o que confirma a boa capacidade
preditiva do modelo, e o valor de RMSEP obtido foi de 0,67%.

Comparando os resultados da validacdo externa deste modelo com os resultados
obtidos na validagdo externa do modelo genérico, verifica-se que apesar de
apresentarem o mesmo r* (0,94), o modelo genérico apresenta um RMSEP

consideravelmente superior (1,20%) e um valor de RPD mais baixo (3,2) (Tabela 9).
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Figura 33 - Validagdo externa do modelo referente ao parametro C18:1 (%) para o azeite

virgem extra.

3.2.3.6. Acido linoleico (C18:2)

De acordo com a andlise da Tabela 15, verifica-se que o modelo de calibragédo
desenvolvido para o C18:2 apresenta um elevado coeficiente de determinagéo (r* =
0,99), bem como um valor de RPD elevado (12,1). O valor de RMSECYV obtido foi de
0,13%. Na validagéo externa do modelo, com base nos dados Tabela 16, verifica-se
que o r? é igualmente elevado (0,99), o que indica a boa correlacéo existente entre os
resultados preditos pelo FT-NIR e os resultados obtidos pelo método de referéncia
(Figura 34). O valor obtido de RMSEP foi de 0,16% e o valor de RPD (9,1) embora
inferior ao obtido na validacdo cruzada comprova a capacidade preditiva deste
modelo.

Este modelo apresenta melhores resultados estatisticos na validacdo externa
comparativamente aos resultados obtidos na validacdo externa do modelo genérico
referente a0 mesmo parametro (r2 =0,95; RMSEP = 0,51%; RPD = 4,1) (Tabela 9),

apesar do modelo genérico também apresentar uma boa capacidade preditiva.
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Figura 34 - Validagdo externa do modelo referente ao parametro C18:2 (%) para o azeite

virgem extra.

3.2.3.7. Esterdis Totais

Para quantificagcdo dos esterdis totais (ppm), o modelo de calibragdo resultante
mostrou uma fraca capacidade preditiva (r> = 0,43) e um valor de RMSECV de 87,4
ppm (Tabela 15). A validacdo externa deste modelo de calibragdo (Tabela 16)
apresentou uma fraca correlacdo (r* = 0,41), como demonstrado na Figura 35, e um
valor de RMSEP de 83,3 ppm. O baixo valor de RPD obtido em ambas as validacdes

(RPD yaicruzada = 1,3; RPD yaexema = 1,4) confirma a baixa capacidade preditiva deste
modelo.

Comparando os resultados da validagdo externa deste modelo com os resultados
obtidos na validag&o externa do modelo genérico (r* = 0,37, RMSEP = 126,17 ppm e
RPD = 1,1) (Tabela 9), verifica-se que este modelo apresenta melhores resultados
estatisticos, no entanto, ambos os modelos sao desajustados para predicdo deste

parametro.
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Figura 35 - Validacdo externa do modelo referente ao parametro esterdis totais (ppm) para o

azeite virgem extra.

3.2.3.8. Absorvancia no ultravioleta a 232 nm (K232)

A leitura da absorvancia permite detectar compostos resultantes do processo de
oxidacao, sendo o valor maximo admissivel da absorvancia a 232 nm de 2,5 para um
azeite virgem extra. O modelo de calibragcdo resultante para este parametro
apresentou um baixo coeficiente de determinacdo (r* = 0,33) e um valor de RMSECV
de 0,08 (Tabela 15). Na validacdo externa do modelo de calibragdo (Tabela 16)
verificou-se um aumento do r? (0,43), no entanto, o baixo valor de r* expressa a baixa
correlacdo entre os dados (Figura 36). O valor de RMSEP foi de 0,09. Tendo em
conta o baixo valor de r? e RPD (1,3), constata-se que o modelo no é adequado para

predigdo deste parametro.

Comparando os resultados da validagdo externa deste modelo com os resultados
obtidos na validagdo externa do modelo genérico (r2 = 0,17; RMSEP = 0,27; RPD =
0,6) (Tabela 9), verifica-se que este modelo apresenta melhores resultados

estatisticos, no entanto, nenhum dos modelos é adequado para predicdo deste

parametro.
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Figura 36 - Validacdo externa do modelo referente ao parametro K232 para o azeite virgem

extra.

3.2.3.9. Eritrodiol e uvaol

Analisando a Tabela 15, verifica-se que o modelo de calibragdo apresenta uma fraca
correlacdo, dado o baixo valor de r* (0,57), e o valor de RPD de 1,5, valor muito abaixo
dos valores considerados aceitaveis (RPD = 2,5), confirmam a baixa capacidade
preditiva do modelo. O valor de RMSECYV obtido foi de 0,15%. Na validagdo externa,
de acordo com os dados da Tabela 16, verifica-se uma fraca correlacdo entre os
resultados preditos pelo FT-NIR e o método de referéncia (r* = 0,15), como se pode
observar na Figura 37. O valor de RMSEP obtido foi de 0,20%, tendo-se obtido um
valor de RPD muito baixo (1,1), confirmando que o modelo ndo é adequado para

predicdo da percentagem de eritrodiol e uvaol no azeite virgem extra.
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Figura 37 - Validacdo externa do modelo referente ao parametro eritrodiol e uvaol (%) para o

azeite virgem extra.

3.2.4, Azeite

Para o azeite (contém azeite virgem e azeite refinado), os parametros para os quais se
procedeu ao desenvolvimento de um modelo foram os acidos gordos (C16:0, C16:1,
C18:0, C18:1, C18:2), B — sitosterol, esterdis totais, coeficiente de extingdo (K232) e o
teor de eritrodiol e uvaol. Para tal, foram analisadas 136 amostras e os espectros NIR

foram obtidos em duplicado, perfazendo um total de 272 espectros NIR.

As regides consideradas de interesse para o desenvolvimento dos modelos de
calibracdo sdo as mesmas regides utilizadas para o caso do azeite virgem extra
(11500 — 6000 e 5500 — 4500 cm™).

Foram desenvolvidos 0os modelos para cada parametro, encontrando-se representados
na Tabela 17 os resultados obtidos para a validacdo cruzada, incluindo a regido

espectral e pré-tratamento seleccionados que geraram os melhores resultados.
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Tabela 17 - Resultados estatisticos obtidos na validagédo cruzada dos parametros referentes a
acidez, C16:0, C16:1, C18:0, C18:1, C18:2, B — sitosterol, esterdis totais, K232 e eritrodiol e

uvaol para o azeite.

o
Parametro N. Pré-Trat. Intervalo (cm™) Ga}ma dNe 2 RMSECV RPD Rk
amostras calibracdo

Acidez (%) 84  2ndDer gggé’g : gggg’g 012-057 097 001 57 10
C16:0 (%) 78 SNV 9403,8-7498,3 10,3-14,6 047 040 14 5
C16:1 (%) 82 15;3?; ¥ 04038-60982 08-16 065 010 17 8
C18:0 (%) 84 1StSE§r T 6800,2-60982 26-34 073 010 19 5

9403,8 - 7498,3

. 0 ) 1 —

C18:1 (%) 84 IstDer c,c0'> 4oy 716-780 070 059 18 5

LstDer+ 11942-93922

C18:2 (%) 72 SLS 7502,2 - 6098,2 57-91 091 0,13 34 10
5446,3 - 4478,2

B -
sitosterol 81 SLS 9403,8 - 6098,2 93,9-953 0,53 0,17 15 10
(%)
Esterois 1st Der +
Totais 68 SNV 9403,8 - 7498,3 1273 -1813 0,82 30,3 2,4 5
(ppm)
K232 74 MSC 9403,8 - 7498,3 1,26 -3,44 0,22 0,10 1,1 6
Eritrodiol + 1st Der + 9403,8 - 7498,3
Uvaol (%) 80 SNV 6102 - 4597 14-35 065 0.15 L7 5

Apos a validagéo cruzada, procedeu-se a realizagdo da validacdo externa para cada
modelo (Tabela 18).
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Tabela 18 - Resultados estatisticos obtidos na validacdo externa dos parametros referentes a
acidez, C16:0, C16:1, C18:0, C18:1, C18:2, B — sitosterol, esterdis totais, K232 e eritrodiol e

uvaol para o azeite.

Parametro am'(;';ras r? RMSEP RPD
Acidez (%) 42 0,98 0,01 7,2
C16:0 (%) 49 0,45 0,4 1,4
C16:1 (%) 48 0,51 0,09 14
C18:0 (%) 49 0,74 0,11 2,0
C18:1 (%) 50 0,73 0,61 1,9
C18:2 (%) 40 0,98 0,09 6,6

B - sitosterol (%) 49 0,59 0,17 1,6
Esterdis Totais (ppm) 45 0,54 48,2 15
K232 45 0,54 0,09 15
Eritrodiol + Uvaol (%) 50 0,71 0,16 1,9

3.2.4.1. Acidez

De acordo com a andlise da Tabela 17, para a quantificagdo da acidez verifica-se que
o modelo de calibragdo desenvolvido apresenta uma elevada capacidade preditiva (r*
= 0,97) e um valor de RMSECV aceitavel (0,01%). Na validagdo externa do modelo
(Tabela 18) obtiveram-se resultados muito préximos aos da validagcao cruzada, tendo-
se obtido um r? de 0,98, o que denota a elevada correlagdo entre os resultados
preditos pelo FT-NIR e os resultados obtidos pelo método de referéncia (Figura 38),
um valor RMSEP aceitavel (0,01%) e um RPD elevado (7,2), confirmando a

adequabilidade do modelo para a predi¢éo da acidez.

Comparando os resultados da validagdo externa deste modelo com os resultados
obtidos na validagdo externa do modelo genérico (r2 = 0,93; RMSEP = 0,03%: RPD =
3,3) (Tabela 10), verifica-se que apesar do modelo genérico apresentar bons

resultados, este modelo apresenta melhores resultados estatisticos.
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Figura 38 - Validagdo externa do modelo referente ao parametro acidez (%) para o azeite.

3.2.4.2. Acido palmitico (C16:0)

Relativamente ao modelo de calibragdo desenvolvido para o C16:0, verifica-se ha
validacdo cruzada uma fraca capacidade preditiva (r* = 0,47), bem como um valor de
RMSECYV elevado (0,4%) (Tabela 17). Analisando a Tabela 18, verifica-se que na
validagéio externa o r* obtido foi de 0,45, denotando a fraca correlagéo existente entre
os resultados preditos pelo FT-NIR e os resultados obtidos pelo método de referéncia
(Figura 39). O valor de RMSEP obtido foi de 0,4%, o mesmo valor do erro obtido na
validacdo cruzada. O baixo valor de r* e RPD (1,8) obtidos na validacdo externa
confirmam a fraca capacidade preditiva deste modelo.

Comparando os resultados da validacdo externa deste modelo com os resultados
obtidos na validagcdo externa do modelo genérico (r2 = 0,14; RMSEP = 0,74%: RPD =
1,0) (Tabela 10), verifica-se que este modelo apresenta melhores resultados
estatisticos.
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Figura 39 - Validagdo externa do modelo referente ao parametro C16:0 (%) para o azeite.

3.2.4.3. Acido palmitoleico (C16:1)

Para a quantificagdo do C16:1, de acordo com a andlise das Tabelas 17 e 18, verifica-
se que tanto na validacdo cruzada como na validacdo externa o0s resultados
estatisticos obtidos encontram-se muito proximos. Na validacdo cruzada o r? foi de
0,65 e o valor de RMSECV de 0,1%. Na validacio externa, o r* obtido foi igualmente
baixo (0,51), o que demonstra a fraca correlacdo entre dados (Figura 40), e o valor de
RMSEP foi de 0,08%. Dado o baixo valor de r* e do RPD (1,4) obtidos na validacdo

externa, constata-se que este modelo apresenta uma fraca capacidade preditiva para
este parametro.
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Figura 40 - Validacdo externa do modelo referente ao pardmetro C16:1 (%) para o azeite.

3.2.4.4. Acido estearico (C18:0)

O modelo de calibracdo desenvolvido para o C18:0 obteve um r? de 0,73, revelando
uma capacidade preditiva razodvel. O valor de obtido de RMSECYV foi de 0,1% e o
valor de RPD de 1,9 (Tabela 17). Na validacdo externa (Tabela 18), obtiveram-se
resultados muito semelhantes aos obtidos na validagcdo cruzada. O r? obtido na
validagdo externa foi de 0,74, o que revela uma correlagdo entre os dados razoavel,
contudo, ndo se verifica uma distribui¢do linear nos resultados preditos pelo FT-NIR e
os resultados obtidos pelo método de referéncia (Figura 41). O valor de RMSEP foi de
0,1% e o baixo valor de RPD (2) confirma que o modelo é desajustado para predicdo
deste parametro.

Ao comparar os resultados da validacdo externa deste modelo com os resultados
obtidos na validagdo externa do modelo genérico (r2 = 0,38; RMSEP = 0,20%: RPD =
1,0) (Tabela 10), verifica-se que este modelo apresenta melhores resultados
estatisticos.
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Figura 41 - Validagdo externa do modelo referente ao parametro C18:0 (%) para o azeite.

3.2.45. Acido oleico (C18:1)

Para o caso do C18:1, na validagdo cruzada obteve-se um r* razoavel (0,70), e um
valor de RMSECYV de 0,59% (Tabela 17). Na validagéo externa (Tabela 18), o valor de
RMSEP obtido foi de 0,61% e o r? obtido foi de 0,73, o que demonstra uma correlacio
entre os dados razoavel (Figura 42), contudo, o baixo valor de RPD (1,9) indica que o
modelo ndo é suficientemente ajustado para a predicdo deste pardmetro, mesmo
tendo-se verificado que tanto na validagdo cruzada como na validacdo externa

obtiveram-se resultados muito proximos.

Comparando os resultados da validacdo externa deste modelo com os resultados
obtidos na validagéo externa do modelo genérico (r* = 0,49; RMSEP = 0,93%; RPD =
1,3) (Tabela 10), verifica-se que este modelo apresenta melhores resultados
estatisticos.
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Figura 42 - Validagdo externa do modelo referente ao parametro C18:1 (%) para o azeite.

3.2.4.6. Acido linoleico (C18:2)

O modelo de calibragcdo desenvolvido para o C18:2 apresentou uma capacidade
preditiva elevada (r> = 0,91), e o valor de RMSECV obtido foi de 0,13% (Tabela 17).
Na validacdo externa (Tabela 18), verificou-se um aumento do r* (0,98), que se traduz
numa boa correlacdo entre os resultados preditos pelo FT-NIR e os resultados obtidos
pelo método de referéncia (Figura 43). Além de um aumento do r? verificou-se
também um aumento do valor de RPD (6,6) e uma diminuicdo do erro associado a
validagcdo externa (RMSEP = 0,09%), confirmando a boa capacidade de predigédo

deste modelo.

Comparando os resultados da validacdo externa deste modelo com os resultados
obtidos na validagcdo externa do modelo genérico (r2 = 0,91; RMSEP = 0,22%; RPD =
3,3) (Tabela 10), verifica-se que este modelo apresenta melhores resultados
estatisticos, apesar de ambos 0s modelos apresentarem uma boa capacidade
preditiva.
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Figura 43 - Validagdo externa do modelo referente ao parametro C18:2 (%) para o azeite.

3.2.4.7. B -sitosterol

O modelo de calibragdo resultante para o B — sitosterol apresentou uma fraca
capacidade preditiva (r* = 0,53) e um valor de RMSECV de 0,17% (Tabela 17). Na
validagdo externa (Tabela 18) obteve-se um r®> de 0,59, o que demonstra a fraca
correlacdo entre os dados (Figura 44). O valor de RMSEP obtido foi de 0,17% e o
valor de RPD de 1,6. De acordo com os resultados obtidos na validacdo externa,
constata-se que este modelo ndo é adequado para predicdo deste parametro.

Comparando os resultados da validacdo externa deste modelo com os resultados
obtidos na validagéo externa do modelo genérico (= 0,11; RMSEP = 0,30%; RPD =
0,90) (Tabela 10), verifica-se que este modelo apresenta melhores resultados
estatisticos, contudo, nenhum dos modelos é adequado para predicdo deste
parametro.
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Figura 44 - Validagao externa do modelo referente ao parametro B - sitosterol (%) para o

azeite.

3.2.4.8. Esterdis Totais

O modelo de calibragdo desenvolvido para quantificar os esterdis totais apresentou
uma boa capacidade preditiva (r* = 0,82) e um valor de RMSECV de 30,3 ppm (Tabela
17). Na validagdo externa do modelo (Tabela 18), verificou-se uma fraca correlagédo
entre os resultados preditos pelo FT-NIR e os resultados obtidos pelo método de
referéncia (r* = 0,54) (Figura 45), evidenciando a fraca capacidade preditiva do
modelo, que é confirmada também pelo baixo valor de RPD (1,5). O valor de RMSEP
foi de 48,20 ppm, valor superior ao obtido na validacdo cruzada. Este modelo ndo é
adequado para predicdo deste parametro.

Comparando os resultados da validacdo externa deste modelo com os resultados
obtidos na validacédo externa do modelo genérico (> = 0,35; RMSEP = 99,66 ppm:;
RPD = 1,2) (Tabela 10), verifica-se que este modelo apresenta melhores resultados
estatisticos, no entanto, nenhum dos modelos apresenta uma boa capacidade
preditiva.
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Figura 45 - Validacdo externa do modelo referente ao parametro esterdis totais (ppm) para o

azeite.

3.2.4.9. Absorvancia no ultravioleta a 232 nm (K232)

Ao contrario do que acontece no caso do azeite virgem extra, em que existe um valor
maximo para a leitura da absorvancia a 232 nm, com 0 azeite nao existe valor maximo
admissivel. O modelo de calibragdo resultante para este pardmetro apresentou um
baixo coeficiente de determinacéo (r* = 0,21) e um valor de RMSECV de 0,10 (Tabela
17). Na validagdo externa do modelo de calibracdo (Tabela 18) verificou-se um
aumento do r? (0,54), no entanto, o baixo valor de r? expressa a fraca correlagéo
existente entre os dados (Figura 47). O valor de RMSEP obtido foi de 0,09. Tendo em
conta o baixo valor de r> e RPD (1,5), comprova-se que o modelo ndo é adequado

para predi¢do deste parametro.

Comparando os resultados da validacdo externa deste modelo com os resultados
obtidos na validacdo externa do modelo genérico (r* = 0,08; RMSEP = 0,34; RPD =
0,7) (Tabela 10), verifica-se que este modelo apresenta melhores resultados

estatisticos, contudo, nenhum dos modelos apresenta capacidade preditiva.
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Figura 46 - Validagdo externa do modelo referente ao parametro K232 para o azeite.

3.2.4.10. Eritrodiol e uvaol

O modelo de calibracdo desenvolvido para quantificagdo do eritrodiol e uvaol
apresentou um baixo valor de r* (0,65) e um valor de RMSECV de 0,15% (Tabela 17).
Na validagéo externa do modelo (Tabela 18) obteve-se um valor de RMSEP de 0,16%
e um r?aceitavel (0,71), no entanto, a distribuicdo dos dados nao é linear (Figura 47).

O baixo valor do r* e RPD (1,9) confirmam a fraca capacidade preditiva do modelo.
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Figura 47 - Validac&o externa do modelo referente ao parametro eritrodiol e uvaol (%) para o

azeite.
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3.3. Desenvolvimento de um modelo de calibragcdo para quantificacdo de

estigmastadienos em azeites virgens extra

O teor de estigmastadienos, determinado em azeites virgem extra, € um parametro
utilizado no controlo de qualidade de modo a garantir a genuidade do produto, ou seja,
garantir gue o produto ndo contém 6leos ou azeites refinados. O método de referéncia
para esta determinacdo é moroso, cerca de quatro horas, envolvendo varias etapas ao

longo do processo.

Uma vez que sdo necessdrias quase quatro horas para se obter o resultado, seria de
grande interesse o desenvolvimento de um modelo de calibracdo capaz de responder

com rapidez e eficacia.

Os 6leos refinados contém naturalmente estigmastadienos, deste modo, procedeu-se
a contaminacdes de azeite virgem extra com 6leo de soja e girassol refinado por forma

a variar o teor em estigmastadienos e tentar estabelecer um modelo de calibragéo.

A principal dificuldade para o desenvolvimento de um modelo de calibragédo para
gquantificacdo de estigmastadienos resulta do facto da espectroscopia NIR nao ser
muito sensivel para concentra¢cfes reduzidas, como é o caso dos estigmastadienos,

cuja concentracdo maxima admissivel em azeite virgem extra é de 0,10 ppm.

Procedeu-se ao desenvolvimento de dois modelos de calibragdo. Um dos modelos foi
desenvolvido com amostras de azeite virgem extra contaminadas com 6leo de girassol
refinado e um outro modelo desenvolvido com amostras de azeite virgem extra

contaminado com 6leo de soja refinado.

3.3.1. Modelo de calibracdo desenvolvido com amostras de azeite virgem

extra contaminado com 6leo de girassol refinado

Para o desenvolvimento deste modelo de calibracdo foram utilizadas 9 amostras de
azeite virgem extra e 51 amostras contaminadas com 6leo de girassol refinado (0,5 a
6% de contaminante), conseguindo assim um intervalo de variagdo entre 0,01 a 0,27

ppm. Das 60 amostras 11 foram consideradas outliers.

Na Tabela 19 sdo apresentados os resultados estatisticos relativos ao modelo de
calibracéo, incluindo a regido espectral e pré-tratamento seleccionados que geraram o

melhor resultado.
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Tabela 19 - Resultados estatisticos obtidos na validacéo cruzada referente a quantificacdo de

estigmastadieno (ppm) em amostras de azeite virgem extra contaminadas com 6leo de girassol

refinado.
o
Parametro N. Pré-Trat. Intervalo (cm™) r2 RMSECV RPD Rk
amostras (Ppm)
Estigmastadieno 11340,1 — 5986,3
(ppm) 49 1stDer 4956.5 — 4466.6 0,94 0,013 3,95 10

De acordo com a andlise da Tabela 19, verifica-se que, para a quantificagdo de
estigmastadienos, o modelo de calibracéo resultante apresenta um elevado coeficiente
de determinacdo (r* = 0,94), demonstrando uma boa correlacdo entre os resultados
preditos pelo FT-NIR e o método de referéncia (Figura 48), e um erro de predicao
(RMSECV) de 0,013 ppm. Tendo em conta o elevado valor de r* e RPD (3,95),
constata-se que o modelo apresenta uma boa capacidade preditiva. Contudo, devido
ao reduzido numero de amostras e a sua complexidade néo foi possivel separar as
amostras em dois grupos, um de calibracdo e um de validacdo, tendo sido realizada
apenas a validagdo cruzada. Trata-se de um modelo de calibracdo promissor, no
entanto, sera fundamental analisar um elevado nimero de amostras para se proceder

a uma validacao externa por forma a avaliar o potencial do modelo.

02 b
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-~
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01
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Valor de referéncia — Estigmastadieno (ppm)

Figura 48 - Validacdo cruzada referente a quantificacédo de estigmastadieno (ppm) em

amostras de azeite virgem extra contaminadas com 6leo de girassol refinado.
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3.3.2. Modelo de calibracdo desenvolvido com amostras de azeite virgem

extra contaminado com 6leo de soja refinado

Para o desenvolvimento deste modelo de calibracdo foram utilizadas 9 amostras de
azeite virgem extra e 32 amostras contaminadas com 6leo de soja refinado (0,5 a 6%
de contaminante), conseguindo assim um intervalo de variacdo entre 0,01 a 0,59 ppm.
Das 41 amostras, apenas uma foi considerada outlier, a qual corresponde a amostra

com valor de estigmastadieno de 0,59 ppm.

Na Tabela 20 sdo apresentados os resultados estatisticos relativos ao modelo de
calibracgéo, incluindo a regido espectral e pré-tratamento seleccionados que geraram o

melhor resultado.

Tabela 20 - Resultados estatisticos obtidos na validag&do cruzada referente a quantificacdo de

estigmastadieno (ppm) em amostras de azeite virgem extra contaminadas com 6leo de soja

refinado.
o
Parametro N. Pré-Trat. Intervalo (cm™) 2 RMSECV RPD Rk
amostras (ppm)
Estigmastadieno 1stDer + 11340,1 — 9376,8
(Ppm) 40 "snv sa463-44666 070 0054 182 8

De acordo com a andlise da Tabela 20, verifica-se que o modelo de calibracédo
resultante para a quantificacdo de estigmastadienos ndo apresenta um coeficiente de
terminac&o muito elevado (r* = 0,70) (Figura 49), contudo ainda é aceitavel. O erro de
predicdo (RMSECV) obtido foi de 0,05 ppm, valor superior ao verificado no modelo de
calibragcdo desenvolvido para amostras de azeite virgem extra contaminadas com 6leo
de girassol refinado. O valor de RPD, que avalia a performance do modelo, foi de 1,82,
valor pouco satisfatério que indica que o modelo ndo é adequado para quantificagdo

deste parametro.

Tal como acontece com o modelo calibrag@o anterior, em que o contaminante € o 6leo
de girassol refinado, também neste caso ndo existe um nimero de amostras suficiente
para separar em dois grupos, um grupo de amostras para calibracdo e um outro para
validacdo, tendo-se realizado apenas a validacao cruzada, sendo imprescindivel
realizar um maior numero de analises para se proceder a uma validacao externa do

modelo.
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Figura 49 - Validacdo cruzada referente a quantificacdo de estigmastadieno (ppm) em

amostras de azeite virgem extra contaminadas com 6leo de soja refinado.
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4. Conclusdes/ Perspectivas futuras

De acordo com os resultados obtidos, a espectroscopia NIR permitiu a construcao de
modelos de calibracdo para caracterizacdo dos 6leos de soja e girassol refinado,

azeite virgem extra e azeite.

No caso do 6leo de soja refinado os melhores modelos séo os relativos ao C18:0,
C18:1, C18:2, C18:3, indice de iodo e K270 (r2 =2 0,93 e RPD = 3,8). Para o 6leo de
girassol refinado os melhores modelos correspondem aos parametros C16:0, C16:1,
C18:0, C18:1, C18:2, indice de iodo e K230 (r2 2 0,84 e RPD = 2,5). O azeite virgem
extra apresentou bons modelos de calibragdo para a acidez, C16:0, C16:1, C18:0,
C18:1 e C18:2 (r* 2 0,87 e RPD = 2,9). Para o azeite obtiveram-se dois bons modelos
de calibragéo para a acidez (r* = 0,98 e RPD = 7,2) e para 0 C18:2 (r* = 0,98 e RPD =
6,6).

Nem todos os modelos de calibracdo apresentaram resultados satisfatérios, devido
essencialmente ao curto intervalo de variacdo dos dados, como foi o caso do C16:0,
C16:1, indice de anisidina e K230 para o Oleo de soja refinado; C18:3, indice de
anisidina e K230 para o 6leo de girassol refinado; esterdis totais, K232 e percentagem
de eritrodiol e uvaol para o azeite virgem extra; e C16:0, C16:1, B — sitosterol, esteréis
totais e K232 para o azeite. No caso dos parametros relativos as absorvancias no
ultravioleta (K230 e K232) e indice de anisidina, para melhorar os respectivos modelos
de calibracdo e torna-los robustos, é possivel preparar amostras laboratorialmente
para aumentar o intervalo de variagdo e assim abranger toda a gama de valores
referida nas normas para que seja possivel detectar amostras que se encontrem fora

da gama de valores que foi utilizada na constru¢do dos modelos.

Em relacdo a acidez dos dleos de soja e girassol refinados e absorvancias no
ultravioleta no comprimento de onda de 270 nm para 0 azeite virgem extra e azeite, 0s
resultados obtidos pelo método de referéncia ndo apresentaram variagcao, deste modo,
tornou-se impossivel estabelecer um modelo de calibragdo. No entanto, como foi
referido anteriormente, € possivel fazer variar esses valores laboratorialmente e

posteriormente estabelecer um possivel modelo de calibracao.

Relativamente a composicdo em esteréis ou acidos gordos, trata-se de uma

caracteristica intrinseca dos produtos em questdo, ndo sendo possivel variar a sua
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composi¢cdo em laboratério, todavia, para obter uma gama de valores mais alargada

sera necessario a actualizagdo constante da base de dados com novas amostras.

Para a quantificacdo de estigmastadienos, os modelos de calibragdo apresentados,
apesar de se apresentarem promissores, ainda nao sao passiveis de serem utilizados,
sendo necessario analisar um maior nimero de amostras e proceder posteriormente a

uma validacdo externa.

Os modelos de calibracdo para os diversos parametros devem ser desenvolvidos
separadamente para cada grupo de amostras (6leo de soja refinado, 6leo de girassol
refinado, azeite virgem extra e azeite), tendo-se verificado melhores resultados nos

modelos desenvolvidos separadamente em comparacdo com 0os modelos genéricos.

Conclui-se deste modo que a espectroscopia NIR, aliada a técnicas de quimiometria, é
uma técnica rapida, precisa e com capacidade de analisar simultaneamente varios
parametros. O reduzido tempo de analise e baixo custo requeridos por esta técnica,
uma vez que a preparacdo da amostra neste caso é nula e dispensa o0 uso de
reagentes, justificam a continuacdo de estudos no sentido de desenvolvimento de
modelos de calibracdo robustos e tratando-se de um método eficaz e inovador traduz

0 desenvolvimento e progresso do controlo da qualidade por parte da empresa.
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6. Anexos
Anexo |. Métodos de referéncia
1. Acidez

A determinacado da acidez, tanto para os 6leos vegetais como para o0s azeites, consiste
na dissolucdo da amostra (20 g de toma de ensaio) huma mistura de solventes (100
mL de solucdo de alcool e éter (1:1) previamente neutralizada com hidroxido de sédio
a 0,1 mol L™, contendo 0,5 mL de indicador de fenolftaleina), seguida da titulacdo dos
acidos gordos livres presentes com uma solucéo de hidroxido de sédio a 0,1 mol L™.
Esta determinacdo tem uma duracdo de cerca de 10 minutos, sendo realizada com
base na NP EN ISO 660:2002 (relativa aos 0leos vegetais) e no Regulamento (CE) n°.
702/2007 da Comisséo de 21 de Junho de 2007 (relativo aos azeites).

A acidez, expressa em percentagem (massa/massa), € determinada pela seguinte

equacao:

100_V><c><M

X X X =
Voxe X 1000 X m 10 xm

V = volume utilizado da solugédo de NaOH (mLI)

c = concentracdo exacta da solucdo de NaOH (mol L™)

M = massa molar do acido adoptado para expressdo dos resultados (acido oleico =
282 g mol™)

m = massa da amostra (g)
2. Indice de peréxidos

Este pardmetro é determinado tanto para os Oleos vegetais como para 0s azeites e
permite expressar em mg O,/ kg a quantidade de substancias presentes na amostra
capazes de oxidar o iodeto de potassio. Uma toma da amostra, dissolvida em solugéo
de &cido acético e isooctano, é tratada com uma solucdo de iodeto de potéssio. A
guantidade de iodeto libertada é titulada com uma solucdo padréo de tiossulfato de
sédio (NP EN ISO 3960:2004; Regulamento (CE) n°. 702/2007 da Comissao de 21 de
Junho de 2007).
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O indice de peroxidos (P), expresso em milimoles de oxigénio activo por quilograma, é
calculado com base nas seguintes equacdes, conforme se trate de 6leo vegetal ou

azeite, respectivamente:

1000 (V —V0)c
2m

V XN x 1000
m

V = volume de solucéo de

Vo = volume de Na,S,0; utilizado na determinagéo do ensaio em branco (mL)
¢ = concentragdo exacta da solucéo de Na,S,05(mol L™)

m = massa da amostra (g)

N = normalidade exacta da solucdo de Na,S,0;
3. Absorvancias no ultravioleta

A determinacdo espectrofotométrica de absorvancias para os Oleos vegetais (NP
970:1986) consiste na dissolugdo de 0,05 g de Oleo em iso-octano num baldo
volumétrico de 25 mL. Agita-se para homogeneizar e, em seguida, enche-se uma
célula de quartzo com percurso optico de 1 cm. A solugdo de iso-octano é utilizada
como padrdo. Posteriormente, procede-se a leitura das extingbes (K) nos
comprimentos de onda correspondentes a 230, 232, 268 e 270 nm. Para os azeites
(Regulamento (CE) n°. 702/2007 da Comissdo de 21 de Junho de 2007), o
procedimento é similar, as diferencas assentam no facto de, neste caso, utilizarem-se
dois balGes volumétricos com diferentes tomas de amostras. No baldo volumétrico de
25 mL séo dissolvidas 0,05 g de amostra e é utilizado para fazer a leitura a 232 nm.
Num outro baldo volumétrico de 10 mL sé&o dissolvidas 0,10 g de amostra e procede-
se as leituras dos K’s correspondentes a 264, 266, 272 e 274 nm. Este procedimento

demora 25 minutos.

Os coeficientes de extin¢cdo, nos diferentes comprimentos de onda, sdo determinados

tanto para 6leos vegetais como para azeites de acordo com a seguinte equacao:

EA
c Xs

KA =

Ky = extingdo especifica no comprimento de onda A
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E )= extincdo medida no comprimento de onda A
¢ = concentragao da solugcdo em g/ 100mL

s = espessura da célula em cm
4. indice de anisidina

No presente trabalho o indice de anisidina apenas é determinado para os Oleos de
soja e girassol refinados. De acordo com a NP EN ISO 6885:2002, o indice de
anisidina corresponde a leitura da absorvancia a um comprimento de onda de 350 nm
de uma solucdo quando reage com a solu¢do de p-anisidina. Este procedimento

demora 30 minutos.

O indice de anisidina é calculado com base na seguinte equagao:

100 QV

1A [1,2 (A1 — A2) — A0]

V = volume no qual se dissolveu a amostras em analise, em mililitros (V = 25 mL)

m = toma da amostra, em gramas (g)

Q = teor de amostra da solu¢do baseado nas unidades em que se expressa o indice
de anisidina, em g mL™* (Q = 0,01 g mL™)

A, = absorvancia da solugéo de analise antes da reacgao

A; = absorvancia da solucéo de analise apds reaccao

A, = absorvancia do ensaio em branco
5. Indice deiodo

O indice de iodo é utilizado para determinar o grau de insaturacdo dos Oleos e
gorduras. No presente trabalho o indice de iodo é calculado com base na composigéo
em acidos gordos insaturados (obtidos a partir da analise efectuada por cromatografia

gasosa) atraves da seguinte equacao:

fnd.iodo = 0,95+ (C18:1 X 0,86) + (C18:2 x 1,732) + (C18:3 x 2,616) + (€20: 1
X 0,785)

O célculo do indice de iodo corresponde ao somatdrio das contribui¢cdes individuais de
cada acido gordo, obtidas pela multiplicacdo da percentagem de cada um pelo seu

factor de contribuicéo.
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6. Composicdo em acidos gordos

A composicdo em acidos gordos, tanto dos 6leos refinados como dos azeites, consiste
na adicdo de 1mL de amostra, 0,5 mL de solucdo de hidroxido de potéassio (KOH) em
metanol 9,1% e 10 mL de heptano. Agita-se, aguarda-se 20 minutos para que ocorra
esterificacdo. Por Ultimo, retira-se 0,1 pL de sobrenadante e injecta-se no

cromatografo de fase gasosa (GC). O tempo total de analise € de cerca de uma hora.
7. Composicao em esterodis

A composi¢do em esterdis, neste trabalho, é determinada em laboratério apenas para
0s azeites e demora aproximadamente 6 horas. Baseia-se essencialmente na
saponificacdo da matéria gorda adicionada a-colestanol como padrdo interno e
hidroxido de potassio em solugdo alcodlica. De seguida, o insaponificavel é extraido
com éter etilico. A fraccdo esterdlica é separada do extracto insaponificavel por
cromatografia em camada fina de gel de silica basica. Os esterdis recuperados no gel
silica sédo transformados em trimetilsililéteres e analisados em cromatografia em fase
gasosa (Regulamento (CE) n°. 702/2007 da Comissao de 21 de Junho de 2007).

A percentagem do um dado composto esterdlico é calculada de acordo com a seguinte

equacao:
% Esterol = ':fx x 100

Ax = area do pico x

A = soma das areas de todo os esterois
8. Estigmastadienos

Este paréametro é determinado com base no Regulamento (CE) n° 702/2007 da
Comissao de 21 de Junho de 2007 apenas para 0s azeites virgens para detectar a
presenca de 6leos vegetais refinados, uma vez que ao contrario destes Ultimos os
azeites virgens ndo contém estigmastadienos. Este método baseia-se no isolamento
da matéria insaponifichvel, seguido de separacdo da fraccdo que contém
hidrocarbonetos esterdides por cromatografia em coluna de silica gel e analise por

cromatografia em fase gasosa.
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A concentracdo de estigmastadienos é expressa em mg kg™ (ppm), de acordo com a
seguinte equacgao:

As X Ms

Estigmas (ppm) = Te < M0

As = area do pico referente ao estigmastadieno
A; = &rea do pico do padréo interno (colestadieno)
M. = massa de padrao adicionada (ug)

M, = massa de azeite (g)
9. Eritrodiol e uvaol

A determinagéo do teor em eritrodiol e uvaol pode servir para detectar a presenca de
O0leo de bagaco de azeitona em azeites virgens. Este método consiste na
saponificacdo da matéria gorda com uma solucao etandlica de hidroxido de potassio,
sendo posteriormente o insaponificavel extraido com éter etilico e purificado por
passagem através da coluna de alumina. Procede-se a separacao do insaponificavel
por cromatografia em camada fina em placa de gel silica, isolando-se as manchas
correspondestes a fraccao esterdlica e a fraccao do eritrodiol. Os esterdis e o eritrodiol
recuperados da placa sao convertidos nos respectivos éteres trimetilsililicos, cuja
mistura € analisada por cromatografia em fase gasosa. O resultado é expresso em
percentagem de eritrodiol em relacdo ao conjunto eritrodiol mais esterdis
(Regulamento (CE) n°. 702/2007 da Comissao de 21 de Junho de 2007).

A percentagem de eritrodio e uvaol presente na amostra é calculada de acordo com a

seguinte equacao:

_ Al + A2
T Al + A2 + Y A esterdis

%
Al = area do pico do eritrodiol

A2 = area do pico do uvaol

Y A esterdis = somatério das areas correspondentes aos esterois
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Anexo Il. Graficos relativos a correlacdo entre os valores preditos pelo FT-NIR e os
valores obtidos pelos métodos de referéncia - validagdo externa dos modelos
genéricos desenvolvidos pela Bruker. Nos gréficos, a linha preta corresponde a recta
de calibracéo e a linha vermelha & linha de tendéncia.
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2. Oleo de girassol refinado
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3. Azeite Virgem Extra
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Anexo lll. Gréaficos relativos a correlacdo entre os resultados preditos pelo FT-NIR e

os resultados obtidos pelos métodos de referéncia fornecidos pela Bruker.
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