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Resumo

Nesta pesquisa foram avaliadas estratégias espectroscopicas e quimiométricas para ca-
racterizar e identificar adulteragoes em mel de Apis mellifera scutellata do noroeste do
Parana, especificamente da regidao de Maringa. Amostras puras e adulteradas com diferen-
tes tipos e concentracoes de ac¢ucares foram analisadas por espectroscopia fotoacustica na
regiao UV-Vis, espectroscopia Raman e FTIR-ATR. Os actcares foram: actcar refinado
comercial e agticares padrao com pureza de 99%, sendo eles frutose, sacarose e glicose. A
espectroscopia fotoacustica evidenciou bandas associadas a compostos aromaticos e mos-
trou resposta fotoquimica relacionada a varredura espectral. A espectroscopia Raman
apresentou perfis dominados por bandas de carboidratos, com grande semelhanca entre
amostras puras e adulteradas, dificultando a diferenciacao direta. A espectroscopia por
FTIR-ATR revelou maior sensibilidade a alteragoes composicionais, sobretudo na regiao
de 1200 a 900 cm~!. A Anélise de Componentes Principais aplicada aos espectros FTIR
permitiu separar amostras conforme o tipo e teor de adulterante, com maior eficacia em
concentragoes mais elevadas. Os resultados demonstram que métodos espectroscopicos
rapidos, aliados a ferramentas multivariadas, sdo promissores para a triagem e controle
de qualidade do mel, possibilitando detectar adulteracdes com sensibilidade superior a

observagao visual dos espectros.

Palavras-chave: FTIR-ATR, Raman, Fotoactustica, Quimiometria.
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Abstract

This study evaluated spectroscopic and chemometric strategies to characterize and detect
adulterations in Apis mellifera scutellata honey from the northwest of Parand, specifi-
cally in the Maringa region. Pure samples and samples adulterated with different sugars
and concentrations were analyzed by UV-Vis photoacoustic spectroscopy, Raman spec-
troscopy, and FTIR-ATR. The sugars were commercial refined sugar and standard sugars
with 99% purity, namely fructose, sucrose, and glucose. Photoacoustic spectroscopy evi-
denced bands associated with aromatic compounds and showed photochemical response
related to the scan direction. Raman spectroscopy presented spectra dominated by car-
bohydrate bands, with high similarity between pure and adulterated samples, limiting
direct discrimination. FTIR-ATR spectroscopy showed higher sensitivity to compositi-

onal changes, especially between 1200 and 900 cm™!.

Principal Component Analysis
applied to FTIR spectra allowed separation of samples according to adulterant type and
level, with greater effectiveness at higher concentrations. The results demonstrate that
fast spectroscopic methods combined with multivariate tools are promising for honey scre-
ening and quality control, enabling the detection of adulteration with higher sensitivity

than visual inspection.

Keywords: FTIR-ATR, Raman, Photoacoustic, Chemometrics.
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Capitulo 1

Introducao

A fraude alimentar pode ser entendida como a pratica intencional de adulterar produ-
tos alimenticios, geralmente motivada por ganhos econémicos, com o objetivo de enganar
o consumidor quanto & qualidade, autenticidade, origem ou composicao dos alimentos |1,
2]. Essa pratica engloba uma variedade de agoes deliberadas, como a substituicao de
ingredientes, a inclusdao de substancias estranhas, alteragoes fisicas ou quimicas e repre-
sentagoes incorretas ou enganosas nos rotulos e embalagens. De modo geral, a adulteracao
pode ser classificada em intencional, quando ocorre a adi¢ao proposital de materiais de
qualidade inferior ou caracteristicas semelhantes ao produto original, e nao intencional,
que decorre de contaminagoes acidentais ao longo da cadeia produtiva, transporte ou
armazenamento [1, 3]. Como resultado, estima-se que a fraude alimentar, motivada pre-
dominantemente por interesses economicos, afete diretamente a competitividade justa dos
mercados, impondo custos sociais e econdmicos expressivos aos produtores e consumido-
res. Além disso, representa riscos substanciais a saiide publica quando substancias téxicas
ou alergénicas sao utilizadas como adulterantes [4, 5|. De acordo com revisoes recentes,
a ingestao de produtos adulterados pode provocar efeitos adversos imediatos, como diar-
reia, vomitos e reacgoes alérgicas, além de consequéncias cronicas mais graves, incluindo
hepatopatias, doengas cardiovasculares e cancer [3]. Frente a gravidade do problema e &
dificuldade crescente em identificar fraudes por métodos convencionais, hd uma demanda
urgente por técnicas analiticas ageis, sensiveis e preferencialmente nao destrutivas, capa-
zes de atuar como ferramentas eficazes de rastreio e autenticagdo em alimentos diversos [1,

6]. Por isso, tém-se buscado abordagens nao-alvo baseadas em técnicas espectroscépicas
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rapidas, associadas a andlises quimiométricas, que permitam triagens eficazes em tempo
reduzido [6, 7].

O mel é um alimento natural, doce e de alto valor nutricional, constituido predominan-
temente por agiicares como frutose e glicose, além de d4gua, minerais, enzimas, aminoacidos
e compostos fendlicos que conferem valor nutricional e diversas propriedades bioldgicas
reconhecidas, incluindo agdo antimicrobiana e potencial antioxidante [8, 9]. Produzido
pelas abelhas meliferas a partir do néctar floral, que é transformado e armazenado em
favos até sua maturagdo, o mel apresenta composi¢ao variavel em funcao da origem bo-
tanica e geografica, das condicoes climéticas e dos métodos de processamento [8]. Apesar
de ser tradicionalmente valorizado como alimento e recurso terapéutico, seu elevado valor
comercial e a demanda crescente tornaram-no um dos produtos mais suscetiveis a fraude
alimentar global [10]. Revisoes recentes apontam que o mel figura de forma recorrente
entre os principais alimentos alvo de adulteragdo em diversos paises, seja por praticas de
diluicdo com xaropes de agicar, seja por rotulagem enganosa de origem floral ou geo-
grafica [10, 11]. Segundo levantamento divulgado pelo Jornal Estadao e pela BBC News
Brasil em 2024, o mel ocupa atualmente o terceiro lugar entre os alimentos mais adulte-
rados no mundo, atras apenas do leite e do azeite de oliva [12, 13]. A matéria publicada
pelo portal Food Manufacture reforca que tais adulteragoes comprometem nao apenas a
qualidade e o valor nutritivo do produto, mas também a satide publica e a confianca do
consumidor, uma vez que a fraude pode introduzir contaminantes nao declarados [14].
Além disso, o impacto econdmico dessas praticas é relevante, afetando produtores legiti-
mos que enfrentam concorréncia desleal e tém dificuldade de manter precos competitivos
frente a produtos fraudulentos [10, 11]. Assim, a adulteragdo do mel representa uma ame-
aca real a integridade da cadeia produtiva, exigindo o desenvolvimento e a aplicacao de
métodos analiticos modernos e sensiveis capazes de autenticar sua composi¢ao e origem
de forma confiavel [10].

Tradicionalmente, a detecgao de fraudes no mel recorre a métodos fisico-quimicos de-
talhados, como cromatografia, espectrometria de massa isotopica e analise de marcadores

quimicos, que sao precisos, porém, custosos, demorados e demandam preparo extenso
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da amostra [15, 16]. Diante disso, cresce o interesse por metodologias rapidas de tria-
gem que possam ser aplicadas em larga escala. Nesse cendrio, técnicas espectroscopicas
tém se destacado por permitirem analises sem necessidade de reagentes, nem destruicao
das amostras [6]. Por exemplo, investigagoes recentes mostraram sucesso na detecgao
de adulterantes em mel por meio da espectroscopia Raman e do infravermelho, associa-
das & andlise multivariada [15, 17]. A espectroscopia fotoactstica, embora ainda pouco
explorada especificamente para mel, demonstrou alto poder discriminativo em outros ali-
mentos [18]. Adicionalmente, estudos recentes empregando espectroscopia na regiao do
UV-visivel aplicada a analise de méis adulterados com diferentes tipos de xaropes co-
mercialmente disponiveis demonstraram que, ao associar os dados espectrais a modelos
baseados em redes neurais artificiais, foi possivel identificar adulteragoes em niveis supe-
riores a 10% de forma consistente e confidvel [19]. Em sintese, a combinagao de espectros
obtidos em diferentes faixas do espectro eletromagnético, como infravermelho médio por
FTIR-ATR, Raman e UV-Vis, com ferramentas estatisticas multivariadas, tem se mos-
trado promissora para diferenciar méis puros de adulterados.

Nesse contexto, o presente trabalho teve como principal objetivo caracterizar amostras
de mel e identificar eventuais adulterantes por meio de diferentes técnicas espectroscépi-
cas associadas a quimiometria, em especial a Andalise de Componentes Principais (PCA,
do inglés: Principal Component Analysis). Além disso, procurou-se avaliar e comparar a
aplicabilidade e o desempenho de cada técnica na diferenciagdo entre méis puros e adul-
terados, com o proposito de verificar qual método apresentou melhor resposta e maior
capacidade discriminativa no conjunto de amostras analisado. Foram empregados trés
métodos: espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier com acessoério de
reflexdo total atenuada (FTIR-ATR, do inglés: Fourier Transform Infrared spectroscopy
- Attenuated Total Reflectance), espectroscopia Raman e espectroscopia de absor¢ao na
regiao UV-visivel por técnica fotoactstica. As amostras de mel utilizadas neste estudo
foram coletadas de fontes confiaveis na regiao de Maringa, Parand, sendo provenientes de
colonias de abelhas africanizadas (Apis mellifera scutellata), tradicionalmente exploradas

na apicultura nacional. O conjunto experimental incluiu tanto amostras puras quanto
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amostras adulteradas de forma controlada, elaboradas com a adi¢do de solugdes prepara-
das a partir de diferentes tipos de ac¢tiicares — agiicar comercial, frutose, glicose e sacarose,
sendo estes ultimos trés utilizados em grau de pureza superior a 99% — com o objetivo
de simular situagoes reais de fraude e avaliar a sensibilidade das técnicas empregadas. A
intencao foi identificar adulteracoes e verificar qual abordagem espectroscopica se mostrou
mais eficaz para autenticacao do mel, considerando a viabilidade operacional, a rapidez e a
sensibilidade analitica. Espera-se, assim, contribuir com o desenvolvimento de protocolos
de controle de qualidade que empreguem métodos nao destrutivos e analises multivariadas

para triagem de fraudes alimentares.



Capitulo 2

Consideracoes sobre o mel

Este capitulo apresenta uma visao geral sobre o mel como produto natural, abordando
seu processo de producao pelas abelhas do género Apis, com destaque para Apis mellifera
scutellata, espécie predominante nas amostras deste trabalho. Sao descritos os principais
aspectos da composicao quimica do mel, caracterizada pelo alto teor de agicares redu-
tores, presenca de compostos bioativos, minerais e enzimas que conferem propriedades
nutricionais e funcionais. Também sao discutidas as principais praticas de adulteracao
do mel, incluindo a adigao de xaropes e aglicares externos, e seus impactos na qualidade,
autenticidade e valor comercial do produto, destacando a relevancia de métodos analiticos

modernos para a deteccao eficaz dessas fraudes.

2.1 O mel como produto natural

O mel é um alimento natural produzido biologicamente pelas abelhas a partir do
néctar das flores. Segundo a definicdo do Codex Alimentarius, trata-se de uma substancia
doce natural que as abelhas produzem a partir do néctar de plantas ou secregoes de
partes vivas das plantas que as abelhas coletam, transformam e armazenam nos favos da
colmeia [20]. Historicamente, o mel é utilizado pelo ser humano desde a pré-histéria, tanto
como alimento quanto por suas propriedades terapéuticas [21]. Registros arqueoldgicos e
textos antigos indicam seu uso em civilizacoes como o Egito e a Grécia antigas, seja na

alimentacao, na medicina ou em contextos religiosos. Com o passar dos séculos, a relagao
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do homem com o mel evoluiu de uma simples coleta extrativista em colmeias silvestres
para a pratica da apicultura racional, que surgiu quando o homem aprendeu a manejar
e proteger os enxames de forma sustentavel, aumentando a producao sem destruir as
colonias [22, 23].

No mundo, existem aproximadamente 20 mil espécies de abelhas (com estimativas che-
gando a 30 mil) [24]. Dentro desse vasto conjunto, o género Apis — as chamadas abelhas
do mel — destaca-se apesar de englobar apenas uma pequena fracdo da diversidade total
de abelhas. Atualmente, sdo reconhecidas cerca de 7 a 10 espécies no género Apis [25],
o que representa menos de 0,05% do total de espécies de abelhas conhecidas. Ainda as-
sim, as espécies de Apis tém importancia desproporcional: elas sao as principais abelhas
manejadas para polinizacao agricola e producao de mel e outros produtos apicolas, com
enorme impacto econdmico [26]. Apis mellifera (abelha-europeia ou ocidental) é a espé-
cie mais difundida e amplamente domesticada desse género, tendo sido introduzida por
apicultores em todos os continentes, exceto a Antértica [27]. Essa espécie exibiu grande
variacao geografica, diferenciando-se em varias dezenas de subespécies ou ragas regionais
ao longo de sua distribuicio nativa na Europa, Africa e Asia ocidental [28]. Entre essas
subespécies esta a Apis mellifera scutellata, nativa da Africa subsaariana, conhecida por
sua adaptabilidade as condigoes tropicais [28].

A subespécie Apis mellifera scutellata foi introduzida no Brasil na década de 1950 com
o intuito de aumentar a produtividade das colmeias e aprimorar a resisténcia das abelhas
as condicoes tropicais. O cruzamento natural entre essa subespécie africana e as linhagens
europeias de Apis mellifera previamente introduzidas no século XIX resultou no surgi-
mento das chamadas abelhas africanizadas, hibridas altamente adaptadas as regides
tropicais das Américas [29, 30]. Desde entdao, A. mellifera (incluindo A. m. scutellata
e seus hibridos) consolidou-se como a principal produtora de mel nos trépicos, aprovei-
tando a diversidade floral para gerar um produto de elevado valor ecoldgico e econdémico.
Ressalta-se a relevancia da subespécie Apis mellifera scutellata neste trabalho, pois to-
das as amostras de mel utilizadas ao longo dessa pesquisa sao provenientes de colonias

compostas por abelhas africanizadas, derivadas dessa subespécie.
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2.2 Composicao quimica do mel

Quimicamente, o mel é um alimento de composicdo complexa e varidvel, contendo
mais de 200 diferentes substancias naturais [31]. Os principais constituintes do mel sdo os
carboidratos, especialmente os agicares redutores, frutose e glicose, que juntos compoem
cerca de 70 a 80% da matéria seca do mel. Em média, a frutose corresponde a maior
fragdo (32 a 44%) e a glicose em torno de 23 a 38%, enquanto dissacarideos como a
sacarose e maltose geralmente somam cerca de 5 a 10% [11, 31, 32]. Além desses aguicares
majoritarios, o mel pode apresentar, em menores proporcoes, outros mono-, di-, oligo- e
polissacarideos [32]. O teor de dgua no mel maduro geralmente varia entre 15% e 20%,
sendo tipicamente proximo de 17%, valor fundamental para a estabilidade e conservacao
do produto, visto que teores de umidade superiores a 20% podem favorecer fermentacoes
indesejadas. Segundo o Codex Alimentarius, o mel deve conter no maximo 20% de dgua
em sua composi¢ao [20]; no entanto, vale ressaltar que o teor de umidade pode variar
conforme o tipo de mel, a regido, o clima e o ano de colheita [33].

A matéria seca do mel é composta predominantemente por carboidratos, que corres-
pondem a cerca de 95% de sua massa, sendo os 5% restantes formados por constituintes
minoritarios, que sao importantes para suas caracteristicas funcionais e nutricionais [21].
Estes incluem acidos orgénicos (como o acido gluconico, acético e citrico), vitaminas (par-
ticularmente do complexo B e vitamina C) e minerais como potéssio, célcio, magnésio,
sédio, fésforo e ferro, ainda que em concentragoes relativamente baixas [31, 32, 33]. O
mel também contém proteinas em tracos, incluindo enzimas adicionadas pelas abelhas,
como invertase, diastase e glicose oxidase, e aminoacidos livres, sendo a prolina o mais
abundante, proveniente tanto das abelhas quanto do néctar; além disso, contém graos de
pélen em suspensao [32, 33].

De forma ilustrativa, a Figura 2.1 apresenta a composicao aproximada do mel, desta-

cando a predominancia dos carboidratos em relagao aos demais constituintes
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17%
B Frutose
B Glicose
[ Sacarose e Maltose
Agua
Outros Carboidratos
B Minerais, vitaminas, enzimas e outros
5%

1%

38%

Figura 2.1: Composicao aproximada do mel (%). Representagdo em gréfico de setores dos
principais componentes, evidenciando a predominancia dos carboidratos em relagao a dgua e as
fragbes minoritdrias (minerais, vitaminas, enzimas e outros).

Fonte: Elaborado pela autora.

Destaca-se ainda a presenca de compostos bioativos, em especial os compostos fendlicos
e flavonoides, conhecidos por sua atividade antioxidante [33]. A quantidade e o perfil
desses compostos variam consideravelmente em funcao da origem floral e geografica do
mel, conferindo ao produto um potencial antioxidante significativo. Anélises de méis de
diversas origens florais detectaram dcidos fendlicos (como dcido cafeico e acido ferilico)
e flavonoides (como quercetina e kaempferol), que contribuem para a cor, o sabor e as
propriedades funcionais do mel. E importante frisar que estudos indicam que méis de
coloracao mais escura apresentam, em geral, maior teor de compostos fendlicos do que
méis de coloracao mais clara [33]. Estes componentes tém sido associados a capacidade
antimicrobiana e anti-inflamatéria do mel, refor¢cando seu uso tradicional em aplicacoes
medicinais [33, 34].

Outro pardmetro relevante é o pH do mel, que geralmente varia entre 3,5 e 4,5, refle-
tindo sua acidez natural, a qual contribui tanto para a estabilidade microbiologica quanto
para as propriedades sensoriais do produto [31, 32, 35]. A condutividade elétrica é outro
indicador 1til, correlacionando-se com o teor de minerais e permitindo a diferenciacao
entre méis de néctar floral e méis de melada, sendo que méis de melada tipicamente
apresentam condutividade mais elevada [31, 33].

E importante ressaltar que a composicido quimica do mel pode variar consideravel-
mente em funcao de diversos fatores. A origem boténica do néctar constitui o principal

determinante. Méis monoflorais, obtidos predominantemente a partir de uma tnica es-
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pécie vegetal, como a laranjeira ou o eucalipto, apresentam perfis sensoriais e quimicos
especificos. Ja os méis multiflorais, conhecidos como silvestres, tendem a apresentar uma
composi¢ado mais heterogénea. Por exemplo, méis de floradas escuras geralmente con-
tém mais minerais e compostos fendlicos, apresentando coloragdo mais intensa e sabor
marcante, ao passo que méis claros (ex.: de laranja) apresentam sabor mais suave e me-
nor conteido de fendlicos [31]. A regido geogrifica e as condigoes climaticas também
influenciam a composi¢ao. Fatores como tipo de solo, temperatura e umidade afetam a
concentracao de aguicares e a umidade residual do mel.

Além disso, a espécie de abelha produtora pode impactar determinados parametros:
embora a maior parte do mel comercializado mundialmente seja produzida por Apis mel-
lifera, diferentes subespécies ou espécies de abelhas geram méis com caracteristicas par-
ticulares. No Brasil, por exemplo, as abelhas africanizadas (hibridas derivadas de A.
mellifera scutellata) predominam nas colmeias, e estudos mostram que seus méis aten-
dem plenamente aos padroes de qualidade, embora pequenas variagoes em parametros
fisico-quimicos possam ocorrer em funcao da florada utilizada [36]. Méis de abelhas sem
ferrao (Meliponini), por sua vez, apresentam geralmente maior teor de umidade e acidez,
e diferem em sabor e viscosidade em relagao ao mel de Apis, refletindo diferencas tanto na
biologia das abelhas quanto nas fontes de néctar. Assim, cada mel carrega a assinatura
quimica do ecossistema e das abelhas que o produziram, o que explica sua rica diversidade

em propriedades organolépticas e nutricionais.

2.3 Adulteracao do mel

A adulteragao do mel é uma pratica fraudulenta que consiste em modificar ou falsificar
o produto natural com a finalidade de reduzir custos de produc¢ao ou enganar o consumidor
quanto a qualidade. A adulteracdo do mel pode ocorrer de forma direta - com a adigao
intencional de agucares externos ou xaropes ao mel puro - ou indireta - por meio da
alimentacao forcada das abelhas com xaropes durante o periodo de producao, o que resulta
em mel com perfil alterado e aparéncia de produto genuino [11, 37].

A forma de adulteragdo mais comum e preocupante do mel consiste na adicao delibe-
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rada de agicares externos, com o objetivo de aumentar de maneira ilicita o volume total
do produto e reduzir custos de producao [11]. Entre os adulterantes mais empregados
destacam-se diversos xaropes de baixo custo e ampla disponibilidade no mercado, cada
um com caracteristicas especificas de composicao e processo produtivo.

O xarope de milho com alto teor de frutose (HFCS, do inglés: High Fructose Corn
Syrup) é obtido a partir do amido de milho, que passa por hidrélise enzimdtica para
converter as cadeias de amido em glicose, seguida de isomerizacao parcial dessa glicose
em frutose por acao da enzima glicose isomerase. O produto resultante ¢ uma mistura de
monossacarideos livres, predominantemente glicose e frutose, sendo comuns as formulagoes
HFCS-42 (= 42% de frutose) ou HFCS-55 (= 55% de frutose), dependendo do grau de
processamento e da aplicagdo industrial [38].

Outro adulterante recorrente é o acucar invertido, obtido por hidrélise acida ou enzi-
méatica da sacarose (agicar comum), processo no qual a ligacao glicosidica entre glicose
e frutose é quebrada, originando uma solugdo equimolar desses monossacarideos [11].
Quando esse produto é mantido em solugdo aquosa concentrada, recebe o nome de xa-
rope de agucar invertido, sendo quimicamente equivalente ao agicar invertido sélido ou
cristalizado apds evaporagao parcial da dgua. O termo xarope de cana invertido refere-
se especificamente ao produto derivado da sacarose extraida da cana-de-agiicar, mas sua
composicao final é praticamente idéntica a de outros xaropes invertidos de origem ve-
getal, consistindo de aproximadamente 50% de glicose e 50% de frutose. Apesar das
semelhancas quanto ao contetido de aglicares simples, esses produtos nao sao equivalentes
ao HFCS, que apresenta maior propor¢ao de frutose e origem amilacea. Essa distingao é
relevante porque cada tipo de adulterante interfere de modo particular nas propriedades
fisico-quimicas do mel adulterado e pode ser rastreado por métodos analiticos especificos.

A adicao desses xaropes ao mel dilui a concentragdo de seus constituintes naturais,
tais como enzimas, compostos fendlicos e minerais, além de alterar parametros criticos de
qualidade, incluindo a razao entre frutose e glicose e o teor de agticares nao redutores,
como a sacarose residual. Essas alteragoes configuram clara perda de autenticidade e

comprometem a composi¢ao nutricional do alimento [10, 11].
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Outro efeito importante associado ao uso desses adulterantes é o aumento do teor de
5-hidroximetilfurfural (HMF), um composto orgénico de baixo peso molecular formado
principalmente pela degradagao térmica e acida da frutose, embora também possa derivar,
em menor escala, da glicose [33, 39, 40]. O HMF é reconhecido como um marcador
sensivel da qualidade e do grau de frescor do mel, pois méis recém-processados contém
quantidades muito baixas desse subproduto, geralmente inferiores a 10 mg/kg. A sua
formacao é favorecida pelo aquecimento prolongado durante processos de pasteurizacao,
pelo armazenamento em temperaturas elevadas e pela presenca de xaropes industriais que
ja contém HMF gerado durante o processamento prévio do amido ou da sacarose.

Por esse motivo, concentracoes elevadas de HMF sao frequentemente interpretadas
como indicativas de envelhecimento excessivo, tratamento térmico inadequado ou adul-
teracdo deliberada com agutcares externos [33, 39, 40]. Nesse sentido, Silva et al. [40]
relataram que amostras de mel adulteradas com xarope invertido apresentaram elevacao
significativa dos niveis de HMF, em decorréncia das etapas de hidrodlise e concentragao
do xarope, que favorecem a formacao desse composto e tornam sua detecgao laboratorial
uma ferramenta valiosa na identificacao de fraudes.

Consequentemente, laboratorios de controle de qualidade costumam monitorar o HMF
e a atividade diastasica (enzimas) como indicadores indiretos de adultera¢ao ou supera-
quecimento do mel. Além dos aguicares, outras adulteracoes possiveis incluem a adi¢ao de
dgua (para aumentar o volume, embora isso tipicamente resulte em mel com umidade fora
do padrao e suscetivel a fermentagdo) ou mesmo a alimentagao for¢ada das colmeias com
xarope de acucar durante periodos de producao, pratica que, se realizada imediatamente
antes da colheita, pode resultar em mel com perfil sacaridico alterado, assemelhando-se
a uma fraude [11, 41]. Tal forma de adulteragdo indireta é considerada particularmente
dificil de detectar, pois o mel produzido pelas abelhas a partir de xaropes fornecidos
artificialmente apresenta um perfil de ac¢iicares aparentemente genuino.

Outro desafio atual refere-se ao uso crescente de xaropes oriundos de plantas do ciclo
C3, como arroz ou beterraba, que possuem assinaturas isotdpicas semelhantes as dos agu-

cares naturais do mel. Essas fraudes sofisticadas dificultam a detecgdo por métodos tra-
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dicionais, como a analise isotopica de carbono total por espectrometria de razao isotopica
(IRMS), tornando necessaria a utilizagao de técnicas analiticas mais avangadas e combi-
nadas [42]. Entre as abordagens modernas destacam-se a cromatografia liquida acoplada
a espectrometria de razao isotopica (LC-IRMS), que permite determinar a assinatura iso-
tépica individual dos agicares presentes no mel [43], e a cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa de alta resolugdo (LC-HRMS), capaz de identificar marcadores
especificos de adulteragao, como manose, difructose anidrido III e oligossacarideos com
elevado grau de polimerizacao [43]. Destaca-se também a espectroscopia de ressonincia
magnética nuclear de prétons (*H-NMR), que fornece perfis quimicos abrangentes (fin-
gerprints) [43, 44]. Além dessas técnicas, métodos emergentes como a espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) associada & quimiometria, a espec-
troscopia Raman e a imagem hiperespectral (HSI, do inglés: hyperspectral imaging) tém
sido empregados como ferramentas rapidas e nao destrutivas para triagem preliminar de
adulteragoes [44].

As adulteragoes impactam negativamente a qualidade e o valor nutricional do mel. A
diluigao com xaropes reduz a concentragdo dos compostos benéficos (enzimas, antioxidan-
tes, minerais), tornando o produto resultante apenas uma solugdo agucarada de menor
valor biologico. Estudos apontam que méis fraudulentos carecem da atividade antimicro-
biana tipica do mel genuino e podem nao alcancar o mesmo efeito terapéutico esperado,
dada a diminui¢do de componentes-chave como perdxido de hidrogénio e flavonoides [11,
45].

Do ponto de vista comercial, a adulteragdo do mel configura uma fraude econémica
grave. O consumidor paga por um produto premium que nao corresponde as carac-
teristicas declaradas, enquanto produtores honestos sofrem concorréncia desleal de mel
falsificado vendido a pregos inferiores. Segundo avaliagdo da Uniao Europeia, pelo menos
14% das amostras de mel inspecionadas em um plano coordenado apresentaram indicios
de adulteragao de composicao, evidenciando a escala desse problema no mercado interna-
cional [41].

Embora o consumo de mel adulterado com acgticares préprios para alimentacdo hu-



CAPiTULO 2. CONSIDERAGOES SOBRE O MEL 13

mana nao traga, a principio, grandes riscos diretos a saude, ele prejudica a confianca do
consumidor e compromete a reputacao do mel como produto natural [41]. Além disso,
certas adulteragoes podem introduzir contaminantes: por exemplo, xaropes artesanais de
baixa qualidade podem conter residuos de amido ou micro-organismos. Um caso extremo
foi a adulteragdo com xarope de arroz contaminado com melamina, que resultou em es-
candalos internacionais e demonstrou que fraudes podem introduzir riscos inesperados a
saude [11].

Outras praticas fraudulentas incluem a falsificagdo da origem botanica ou geografica,
rotular um mel comum como “mel de laranjeira” ou “mel da regiao X” para agregar valor
indevido, e a comercializagdo de méis de baixa qualidade (por exemplo, mel industrial
para uso em alimentos processados) como se fossem mel de mesa de alta qualidade [41].
Em sintese, a adulteragao do mel degrada sua qualidade intrinseca, engana o consumidor
e provoca danos econdémicos e sanitarios, sendo objeto de crescente vigilancia por érgaos
reguladores em todo o mundo.

Por esta razao, o desenvolvimento e aprimoramento continuo de métodos analiticos
para deteccao de adulteracao em mel constituem uma prioridade na area de controle de

qualidade de alimentos.
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Capitulo 3

Técnicas de Caracterizacao

Este capitulo descreve os fundamentos tedricos e aspectos experimentais das técni-
cas espectroscopicas utilizadas na caracterizacdo das amostras de mel. Sdo abordados os
principios da espectroscopia fotoacustica, destacando seu mecanismo de geragao de sinal
a partir da absor¢ao éptica e conversao térmica. A espectroscopia Raman é apresentada
como técnica complementar baseada na dispersao inelastica da radiagao laser. Por fim, sdo
discutidos os fundamentos da espectroscopia no infravermelho por transformada de Fou-
rier na modalidade de reflexdo total atenuada (FTIR-ATR), ressaltando sua sensibilidade

a grupos funcionais.

3.1 Espectroscopia Fotoacustica

3.1.1 Breve contexto histérico

A origem do efeito fotoactstico remonta ao final do século XIX, quando Alexander
Graham Bell, em 1880, observou que certos materiais emitiam sons audiveis ao serem
expostos a luz solar modulada. Posteriormente, o pesquisador denominou tal fendmeno
de radiophony. Ainda no trabalho publicado em 1880, Bell também havia desenvolvido
o photophone, dispositivo que transmitia som por meio de luz modulada, representando
uma das primeiras aplicagdes praticas desse efeito [46]. No ano seguinte, John Tyndall

aprofundou o estudo do efeito fotoactstico, investigando gases e vapores. Utilizando um
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aparato semelhante ao espectrofone, Tyndall detectou sons gerados pela absor¢ao de luz
em diferentes substancias [47]. Em 1881, Lord Rayleigh propos que os sons detectados
eram resultado de vibragoes causadas por aquecimento desigual de diafragmas ou placas
iluminadas por luz intermitente, consolidando o entendimento inicial do fenémeno [47].

Apesar do entusiasmo inicial, os estudos sobre o efeito fotoactstico diminuiram nas dé-
cadas seguintes, principalmente devido as limitacoes tecnoldgicas da época, como a baixa
intensidade das fontes luminosas disponiveis e a falta de detectores de audio sensiveis.
Até meados do século XX, o fenémeno foi explorado apenas esporadicamente. A verda-
deira retomada do interesse cientifico e tecnolégico ocorreu com a introdugao de fontes
luminosas intensas, como os lasers, e de detectores actisticos mais sensiveis. Em 1971, L.
B. Kreuzer demonstrou a deteccao fotoactustica de 6xido nitrico (NO) em concentragdes
de 0,1 partes por bilhao, utilizando um laser de CO, modulado, evidenciando o potencial
da técnica para analises ultra-sensiveis [48].

Em 1973, Allan Rosencwaig publicou os primeiros espectros fotoactsticos de materiais
solidos, estabelecendo a base para a aplicacao da espectroscopia fotoactustica em sistemas
condensados [49]. Trés anos depois, em 1976, Rosencwaig e Gersho apresentaram uma
formulagao tedrica abrangente para o efeito fotoactstico em sélidos, além de proporem um
modelo padrao de célula fotoacustica, baseado nos experimentos que haviam realizado [50].
Nesse trabalho, os autores demonstraram que o sinal fotoactstico é resultado do fluxo
periddico de calor entre a superficie do material iluminado e o gas contido na célula. Esse
fluxo térmico provoca variagoes periddicas de pressao no interior da célula, que podem
ser detectadas por microfones sensiveis. Além disso, ficou estabelecido que a intensidade
do sinal é diretamente proporcional ao coeficiente de absorcao optica da amostra, o que
consolidou o uso da técnica como método quantitativo e nao destrutivo para materiais

opacos.

3.1.2 Efeito Fotoacustico

O efeito fotoacustico pode ser compreendido a partir da conversao de energia luminosa

em energia térmica e, subsequentemente, em energia acustica. Quando uma amostra
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absorve radiagao eletromagnética modulada, parte da energia dos fétons é transferida para
suas moléculas, que relaxam por processos nao radiativos e dissipam calor no meio [51].
Essa elevagao de temperatura ocorre de forma peridédica, acompanhando a frequéncia da
modulacao da luz.

O aquecimento periédico gera expansoes e contragoes térmicas do material e/ou do
meio ao seu redor (geralmente um gas de acoplamento dentro da célula fotoacustica).
Em materiais solidos, a absorcao superficial aquece camadas externas que atuam como
um pistao térmico, transferindo calor para o gas adjacente; quando a luz é interrompida,
ha subsequente contracao ao esfriar, puxando o gas de volta. J4 em amostras gasosas, a
prépria absorgao da luz pelo gés causa diretamente oscilagoes de pressao [47]. O resultado
¢ uma onda de pressao sincronizada com a modulagao da fonte luminosa, detectavel por
microfones sensiveis. Para que a geragao do som seja eficiente, a frequéncia da modulagao
deve ser adequada ao tempo de resposta térmica do sistema. Em resumo, o mecanismo
fotoactstico envolve: (i) absor¢ao de fétons pela amostra, (ii) conversao rapida da energia
absorvida em calor, (iii) geragdo de uma variagdo de temperatura local e consequente
expansao/contracao periddica, (iv) emissdo de ondas actsticas correspondentes a essas
oscilagoes de pressao [51]. Esse principio — muitas vezes descrito como um “efeito foto-
térmico” seguido de um “efeito termoacustico” — explica a origem do sinal fotoacustico

detectado externamente.

3.1.3 Comportamento 6ptico e térmico das amostras

Na Espectroscopia Fotoactstica (PAS, do inglés Photoacoustic Spectroscopy), a amos-
tra absorve a luz incidente em determinadas faixas de comprimento de onda, convertendo
essa energia luminosa em energia térmica por meio de relaxacoes nao radiativas [50, 52].
A energia dos fétons é absorvida, elevando moléculas/elétrons a estados excitados, que,
posteriormente, decaem liberando calor. Essa conversao fototérmica provoca um au-
mento local de temperatura nas regides onde ocorre a absorcao 6ptica. Segundo a Lei de
Beer-Lambert, a intensidade luminosa decresce exponencialmente conforme atravessa o

material:
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I(z) = Ipe ™™, (3.1)

em que z é a coordenada em que a luz esta se propagando (considerando z = 0 a superficie
do meio), I é a intensidade da luz apds atravessar a profundidade z, Iy é a intensidade
inicial da luz incidente e 8 o coeficiente de absor¢ao optica do meio. Essa relacao define
um comprimento de absor¢ao 6ptica (Iz) da ordem de 1/ [52]. Em materiais altamente
absorvedores, o calor gerado se concentra em uma regiao proxima da superficie. Em mate-
riais mais transparentes, a absor¢ao e, portanto, o aquecimento, ocorrem ao longo de uma
camada mais extensa. Essa distribuicdo determina qual parte da amostra efetivamente
contribui para o sinal fotoacustico.

A Tuz modulada aquece ciclicamente essa camada do material devido a absorcao. O
aumento de temperatura gera gradientes térmicos que resultam na difusdo de calor tanto
para o interior da amostra quanto em direcao a sua superficie. Forma-se uma onda de
difusdo térmica cuja profundidade depende da difusividade térmica do material (D) e da
frequéncia de modulagao (f). Esses parametros definem o comprimento de difusao térmica
(us) conforme ps = \/D/mf. Ao alcangar a interface amostra-gas, o calor é transferido,
provocando expansao e contragao peridédica do gas. Este movimento ciclico funciona como
um émbolo térmico, produzindo ondas sonoras no interior da célula fotoacustica, que sao
detectadas por microfone acoplado ao sistema [52].

Vale salientar que a eficiéncia desse acoplamento termoactustico depende tanto das
propriedades térmicas da amostra e do gas quanto da frequéncia de modulacao da luz, ja
que somente a camada da amostra aquecida dentro do periodo de modulagao contribui
efetivamente para a pressio oscilante gerada [52].

A intensidade do sinal actstico gerado é proporcional a energia luminosa absorvida.
Em condic¢oes ideais, existe uma relagdo linear entre o coeficiente de absor¢ao 6éptica
da amostra e a magnitude do sinal gerado, o que permite quantificar absor¢des épticas
mesmo em materiais opacos. No entanto, em amostras muito espessas ou com altissima
absorcao, o sinal fotoactstico tende a saturagao — adicionar mais espessura nao aumenta

o sinal, pois a luz ji foi absorvida nas camadas externas [52, 53]. Vale lembrar que, em
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condicoes reais, a amostra nao absorve integralmente a luz incidente: parte da radiacao
pode ser refletida ou transmitida. Essa quantidade de energia nao sera convertida em
calor e, consequentemente, nao gerara o sinal fotoacustico. Além disso, se a amostra for
termicamente espessa — ou seja, se o calor gerado nao atingir a superficie em um ciclo de
modulacdo — parte da energia sera dissipada internamente, sem contribuir para a geracao
do sinal. Portanto, para maxima eficiéncia, a amostra deve ser tanto opticamente quanto
termicamente fina em relagdo a modulagao empregada.

Essa relacao integrada entre comportamento 6ptico e térmico é o que fundamenta a
interpretacao correta dos sinais gerados em PAS. Assim, a técnica se destaca por permitir
a analise de materiais opacos, a obtencao de espectros de absorcao e a investigacao de

processos de relaxacdo nao radiativa com alta sensibilidade. [52].

3.1.4 Teoria da célula convencional

O modelo classico de célula fotoacustica, desenvolvido por Rosencwaig e Gersho e
amplamente conhecido na literatura como modelo RG [50], consiste em uma célula her-
meticamente vedada de pequenas dimensoes preenchida com gas, na qual se posiciona uma
amostra solida. Esta amostra fica instalada a certa distancia de uma janela de vedacao
optica que deve apresentar boa transparéncia a radiagao utilizada no experimento.

A Figura 3.1 ilustra a configura¢ao unidimensional tradicional desse sistema. Por meio
da janela, um feixe de radiacao modulada incide diretamente sobre a superficie da amostra.
Nas paredes laterais da célula, é acoplado um microfone capacitivo de alta sensibilidade,
responsavel por registrar as variagoes periddicas de pressao no gas. Essas flutuacoes
surgem como consequéncia do aquecimento ciclico da amostra sélida, que transfere calor

ao meio gasoso adjacente, produzindo assim o sinal fotoacustico detectado.
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Figura 3.1: Representaciao esquematica unidimensional de uma célula fotoactstica modelo
RG.

Fonte: Reproduzido de Castro (2015) [54].

No modelo unidimensional, define-se a origem da coordenada axial na interface gas-
amostra. A coluna de gas possui uma espessura [,, enquanto a amostra apresenta espes-
sura [, e, posteriormente, pode haver um suporte de espessura [,. Dessa forma, a espessura
total do sistema amostra-suporte é [+ 1,. Um aspecto critico no projeto experimental é a
espessura relativa da coluna de gas: se a camada gasosa for termicamente espessa — isto
é, se l, exceder consideravelmente o comprimento de difusao térmica do gés, a intensidade
do sinal se torna muito reduzida, podendo chegar a valores proximos de zero em funcao
da dissipagao térmica. A maxima intensidade do sinal ocorre quando a espessura do gés
¢ aproximadamente igual ao comprimento de difusao térmica, ou seja, Iy = jig.

A espectroscopia fotoactstica, assim denominada, caracteriza-se justamente pela ob-
tencao de espectros de absorcao optica a partir do sinal gerado pela absorcao de radiagao
modulada de comprimento de onda conhecido. O sinal resultante reflete a interagao entre
a energia incidente e a amostra, convertida parcialmente em calor e transformada em
ondas de pressao detectaveis.

No ambito experimental, dois parametros principais descrevem o comportamento do
sinal fotoacustico: a amplitude e a fase. A amplitude, que corresponde a intensidade do
sinal, é dependente de diversas contribuicoes; por exemplo, ela é proporcional & poténcia
da radiacao incidente, é inversamente relacionada a temperatura média do gas e a espes-
sura da coluna gasosa, ainda é dependente do perfil térmico que se estabelece na interface

amostra-gas. A quantidade de radiacao absorvida, a profundidade de penetragao éptica e
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as caracteristicas de difusdo térmica da amostra afetam diretamente a amplitude do sinal,
uma vez que determinam o gradiente de temperatura gerado na superficie irradiada [50,
52].

Por outro lado, a fase do sinal fotoacustico apresenta caracteristicas distintas: ela nao
depende da poténcia da fonte de iluminagao, sendo relativamente imune a variagoes de
intensidade luminosa durante a medicao. Isso confere a fase vantagens especificas, pois
flutuagoes da poténcia radiante influenciam sobretudo a amplitude e tendem a nao afetar
o deslocamento de fase do sinal detectado. A fase esta intimamente ligada ao comprimento
de difusao térmica na amostra e varia com a profundidade na qual ocorre a geragao de
calor. Além disso, diferentes mecanismos de absor¢ao 6ptica e de relaxacao térmica podem
produzir respostas de fase distintas, permitindo que se identifiquem centros absorvedores
ou regioes de acumulo de calor na amostra [54].

Assim, a analise combinada da amplitude e da fase do sinal fotoactstico fornece infor-
macoes complementares sobre as propriedades opticas e térmicas do material investigado,

constituindo um recurso poderoso na caracterizacao espectroscopica de solidos.

3.2 Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman é uma técnica vibracional que se fundamenta no estudo do
espalhamento inelastico da luz ao interagir com a matéria, proporcionando informacoes
detalhadas sobre os modos de vibragao e, consequentemente, sobre a estrutura molecular
dos compostos investigados [55]. De modo geral, as técnicas espectroscépicas envolvem
a incidéncia de radiacdo sobre uma amostra e a analise dos diversos fendmenos resul-
tantes dessa interacdo, como absor¢ao, transmissao, reflexdo, fotoluminescéncia ou espa-
lhamento. No caso especifico da espectroscopia Raman, o principio basico consiste em
irradiar o material com um feixe monocromaético, frequentemente proveniente de um laser
operando na regiao do visivel ou do infravermelho préximo, e medir o espectro da radiagao
espalhada em dngulo adequado, geralmente 90° [56, 57].

Historicamente, o efeito Raman foi observado pela primeira vez em 1928 pelo fisico

indiano Chandrasekhara Venkata Raman (1888-1970), que, ao irradiar um liquido e ana-
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lisar cuidadosamente o espalhamento, identificou componentes de luz com comprimentos
de onda distintos do feixe incidente. Esse fendmeno, entao inédito, ficou conhecido como
espalhamento Raman em sua homenagem [58, 59]. Na experiéncia pioneira de Raman,
utilizava-se inicialmente a luz solar como fonte de excitacao, filtrada antes de incidir sobre
a amostra, e a deteccao era realizada meramente com o auxilio do olho humano. Com
o desenvolvimento tecnolégico, a utilizagao de lasers e detectores sensiveis possibilitou
grande avanco na precisao e na reprodutibilidade dos espectros Raman.

Do ponto de vista fisico, o efeito Raman ocorre quando o campo eletromagnético
oscilante do feixe incidente interage com as liga¢oes quimicas da molécula, provocando
uma polarizacao temporaria. Nessa interacao, a molécula é excitada a um estado virtual,
que nao corresponde a um nivel eletronico real, mas sim a uma perturbacao transitoria
altamente instavel. Devido ao carater efémero desse estado virtual, a molécula retorna
quase imediatamente a um nivel vibracional diferente daquele em que se encontrava,
resultando na emissao de um foton espalhado com energia distinta daquela do féton
incidente.

Dependendo do estado vibracional inicial da molécula, diferentes tipos de espalha-
mento podem ocorrer durante a interacao com a radiagdo incidente de energia huy.
Quando a molécula se encontra em seu nivel vibracional fundamental e, apds a intera-
¢ao, decai para um estado vibracional excitado de energia e,, o féton reemitido apresenta
energia reduzida (hyy — e,). Esse processo é denominado espalhamento Raman Stokes.
Por outro lado, se a molécula ja estiver previamente em um nivel vibracional excitado
(e,) — situacao descrita pela distribuigao estatistica de Boltzmann —, a intera¢ao pode
promové-la a um estado virtual, seguida de decaimento para o estado fundamental. Nesse
caso, o féton espalhado possui energia superior a do f6ton incidente (hyy + e,), caracteri-
zando o espalhamento Raman anti-Stokes. Por fim, quando nao ocorre qualquer variagao
no contetudo energético da molécula, de modo que ela retorne ao mesmo nivel vibracio-
nal apds a perturbagao, ha apenas mudanca na direcao de propagacao da radiagao, sem
alteracao de frequéncia. Esse fendomeno corresponde ao espalhamento Rayleigh, no qual

o foton espalhado conserva integralmente a energia da radiacdo incidente (hrgp). O es-
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palhamento Rayleigh responde por mais de 99% da radiacao espalhada na maioria das
amostras [56, 57]. A Figura 3.2 ilustra esses trés tipos de espalhamento: Stokes, Rayleigh

e anti-Stokes, apresentados da esquerda para a direita.
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Figura 3.2: Esquema dos mecanismos de espalhamento.
Fonte: Reproduzido de Rodrigues (2017) [60].

Apesar do espectro Raman apresentar regides correspondentes tanto ao espalhamento
Stokes quanto ao anti-Stokes, na pratica, os sinais Stokes sao mais intensos, uma vez que
a maior parte das moléculas encontra-se no estado vibracional fundamental. Além disso,
o pico Rayleigh é extremamente intenso e, portanto, frequentemente ¢ filtrado durante a
aquisicao do espectro, de modo a nao ofuscar os sinais Raman, que representam apenas
uma fracao infima da radiagao total incidente, da ordem de 1 fé6ton em 10 milhdes. Ainda
assim, a utilizacao de detectores altamente sensiveis, como dispositivos de carga acoplada
(CCDs) e sistemas de rejeicao eficiente da radiagdo Rayleigh, possibilita a obtengao de
espectros Raman com elevada relacao sinal-ruido [58].

E importante ressaltar que a atividade Raman de uma determinada vibracdo mole-
cular depende fundamentalmente da variacao da polarizabilidade ao longo da vibragao.
Em outras palavras, para que o modo vibracional seja Raman ativo, a interagdo com
o feixe incidente deve induzir uma deformacao na distribuicao eletronica da molécula.
Esse requisito distingue a espectroscopia Raman da espectroscopia no infravermelho, cuja
selecao depende da variagdo do momento dipolar molecular durante a vibragao [55, 57].

Assim, essas técnicas sdo frequentemente consideradas complementares, permitindo acesso
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a diferentes modos vibracionais e informagcoes estruturais.

De maneira simplificada, cada pico no espectro Raman reflete a diferenca de energia
entre o estado vibracional inicial e o final da molécula e, portanto, corresponde a uma
frequéncia vibracional caracteristica. Essas assinaturas vibracionais constituem uma es-
pécie de “impressao digital” que possibilita a identificacao e caracterizacao qualitativa e
quantitativa dos materiais investigados. Por fim, o espectro Raman é normalmente ex-
presso em fungao do deslocamento de frequéncia em niimero de onda (cm™') em relagio
ao feixe laser de excitagao, contemplando as regioes Stokes e, eventualmente, anti-Stokes,

como mostrado na Figura 3.3.
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Figura 3.3: Espectro Raman do tetracloreto de carbono (CCl4), obtido com radiagao laser de
excitacao em 488 nm. Observam-se claramente as regioes Stokes, Rayleigh e anti-Stokes.
Fonte: Adaptado de Skoog et al. (2017) [61].

3.3 Espectroscopia no Infravermelho

A espectroscopia infravermelho (IR, do inglés infrared) é uma técnica amplamente em-
pregada na identificagdo e caracterizacao de substancias, fundamentada na absorcao de
radiagao eletromagnética infravermelha por moléculas. Quando uma molécula é irradiada

com luz infravermelha, podem ocorrer transi¢cbes entre niveis vibracionais de suas liga-
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¢des quimicas e grupos funcionais, desde que a energia do foton incidente corresponda a
diferenca de energia vibracional entre esses niveis. Esse processo origina o espectro de ab-
sor¢ao no infravermelho, caracterizado por bandas de absor¢ao em frequéncias especificas
que funcionam como uma “impressao digital” molecular [62].

De modo geral, cada tipo de ligagao quimica ou grupo funcional apresenta frequéncias
vibracionais caracteristicas na regiao do infravermelho, com niveis de energia que depen-
dem de diversos fatores, como a geometria molecular, o perfil de energia potencial da mo-
lécula e as massas dos atomos envolvidos. Por exemplo, a ligacao dupla carbono-oxigénio
(C = 0), presente em compostos carbonilicos, costuma produzir uma banda intensa em
torno de 1700 cm™!, enquanto ligacoes O — H geralmente originam bandas largas na re-
giao de 3200-3600 cm™! [62]. Essas chamadas frequéncias grupais permitem inferir quais
grupos funcionais estdo presentes em uma amostra desconhecida, o que torna a técnica
extremamente valiosa em quimica orgénica e na andlise de materiais [62].

A espectroscopia IR é classificada como uma técnica de espectroscopia vibracional,
assim como a espectroscopia Raman. Ambas fornecem informagcoes sobre os modos vibra-
cionais das moléculas, embora por mecanismos distintos. No caso da absor¢ao no infraver-
melho, um requisito fundamental é que a vibragao molecular provoque uma variagdo no
momento de dipolo — apenas nesse caso a radiagao infravermelha podera ser absorvida e
gerar um sinal observavel [63]. Consequentemente, moléculas diatoémicas homonucleares,
como Ny ou Oy, que nao apresentam variagoes de dipolo durante as vibragoes, sao trans-
parentes a radiacao infravermelha, ou seja, nao exibem bandas no espectro IR, ainda que
possuam modos vibracionais [64]. Por outro lado, a espectroscopia Raman fundamenta-
se nas variacoes da polarizabilidade molecular durante a vibracao, conforme discutido na
secao anterior. Dessa forma, ambas as técnicas se complementam na caracterizacao de
substancias, uma vez que modos vibracionais inativos no IR podem ser observaveis no

espectro Raman, e vice-versa [64].
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3.3.1 Regioes do Infravermelho

A regiao infravermelha do espectro eletromagnético abrange comprimentos de onda
entre aproximadamente 0, 78 pm e 100 um, correspondendo a frequéncias vibracionais de
cerca de (13000m~" até 100cm™'). Convencionalmente, divide-se o IR em trés sub-
regioes: infravermelho préximo, médio e distante [63, 65]. O IR préximo (NIR) corres-
ponde ao intervalo 0,7 — 2,5 um (13000 — 4000 cm ™) e faz fronteira com a regidao do visivel.
Nessa faixa de energias mais elevadas ocorrem principalmente sobretons e combinagoes
de modos vibracionais fundamentais, isto é, transi¢oes vibracionais de ordem superior,
geralmente de intensidade fraca [66]. Apesar de menos informativo quanto a identificacao
de grupos funcionais especificos (visto que as bandas NIR sao largas e sobrepostas), o IR
proximo encontra amplo uso em aplicagoes industriais e ambientais para analises quanti-
tativas rapidas, empregando técnicas de quimiometria e calibragdo multivariada [66].

O infravermelho médio (MIR), aproximadamente entre 2,5 — 50 gm (4000 — 400 cm™1),
abrange os principais modos vibracionais fundamentais das moléculas e é a regiao de maior
interesse para caracterizagdo quimica qualitativa [63, 65]. Nessa regiao encontram-se as
frequéncias de estiramento e deformacao correspondentes as ligagbes comuns em com-
postos organicos e inorganicos — por exemplo, as vibragoes C—H, N-H e O—H aparecem
entre 2700-3700 cm™!; duplas ligacdes C=C em torno de 1600 cm™!; ligacoes C-O entre
1000-1300cm ™!, e assim por diante [62]. Devido a riqueza de informagoes e a especifi-
cidade das bandas, a regiao do IR médio é considerada a “impressao digital” molecular:
pequenas diferencas estruturais refletem-se em mudancas nas posicoes e intensidades das
bandas, permitindo diferenciar substancias e identificar estruturas desconhecidas. Grande
parte dos espectrofotémetros de IR operam nesse intervalo, e técnicas acessérias (como
ATR, discutida adiante) foram otimizadas especialmente para o IR médio [67].

Por fim, o IR distante, cobre aproximadamente 50-100 um, o que corresponde a cerca
de 400-100 cm™*, fazendo a transicio para a regiao de micro-ondas e terahertz. As ener-
gias nessa faixa sao baixas o suficiente para excitar modos vibracionais envolvendo dtomos
mais pesados ou estruturas coletivas em sélidos cristalinos (redes idnicas, complexos me-

talicos, etc.), bem como rotagoes moleculares de moléculas simples [55]. Por exemplo,
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vibracoes de ligacoes metal-ligante e oscilacoes de reticulo cristalino aparecem no IR
distante, frequentemente abaixo de 300cm™' [68]. Embora seja uma regido menos ex-
plorada em laboratoérios de rotina — em parte devido a menor intensidade luminosa das
fontes e a menor sensibilidade dos detectores nessa faixa — o IR distante tem aplica-
¢oOes especializadas em espectroscopia de materiais inorganicos, mineralogia e estudos de

semicondutores [55].

3.3.2 Modos de Vibracao Molecular

Ao tratar dos modos de vibragao molecular, é essencial compreender como os atomos
podem se mover. Cada atomo possui liberdade de movimento em trés coordenadas, ou
seja, em um espago tridimensional. Assim, em um sistema contendo N &tomos livres,
existem 3N graus de liberdade. Esses graus de liberdade correspondem a modos inde-
pendentes pelos quais uma molécula pode se mover ou armazenar energia. Quando os
atomos se combinam para formar uma molécula composta por N atomos, a molécula
resultante mantém 3N graus de liberdade. Desses, trés estao associados a translagao do
centro de massa da molécula e outros trés a rotacao ao redor de seus eixos coordena-
dos. Portanto, restam 3N — 6 graus de liberdade vibracional para moléculas nao lineares.
Para moléculas lineares, uma das rotacoes — aquela em torno do eixo internuclear —
nao ¢é considerada, resultando em 3N — 5 graus de liberdade vibracional. Esses graus de
liberdade correspondem aos modos normais de vibra¢ao da molécula [57, 63].

Os modos normais de vibracdo molecular podem ser agrupados em duas categorias
principais: vibragdes de estiramento (ou alongamento) e vibragoes de deformagio angular
(também chamadas de flexdo ou dobramento) [63]. Nas vibragoes de estiramento, dois
atomos ligados oscilam ao longo do eixo da ligacao, variando seu comprimento como se
estivessem conectados por uma mola. Nas vibragoes de deformacao, a distancia entre os
atomos permanece praticamente constante, mas o angulo da ligacao varia — como se as
ligagoes se “dobrassem” periodicamente.

Um exemplo ilustrativo é a molécula de diéxido de carbono (O=C=0), linear e simé-

trica, como ilustrado na Figura 3.4. KEssa molécula apresenta um modo de estiramento
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simétrico (em que os dois d&tomos de oxigénio oscilam em fase, aproximando-se e afastando-
se do carbono) e um modo de estiramento assimétrico (em que um oxigénio se aproxima
enquanto o outro se afasta, oscilando fora de fase). O modo de estiramento assimétrico do
COs, é ativo no infravermelho, pois envolve variacao do dipolo, e aparece como uma banda

intensa préxima de 2349 cm™!.

J4 o modo simétrico, que nao gera variagao de dipolo,
é inativo no infravermelho, embora seja Raman-ativo. Em geral, estiramentos simétricos
ocorrem quando ligantes idénticos vibram em fase, e estiramentos assimétricos, quando
vibram fora de fase. Para um mesmo grupo funcional, o estiramento assimétrico tende a
ocorrer em frequéncias mais altas que o simétrico, devido a maior variacdo do momento
de dipolo e a maior constante de forca [63].

As vibragoes de deformacao subdividem-se em diferentes tipos, de acordo com a dire¢cao
do movimento em relagdo ao plano molecular. No grupo metileno (CH;), por exemplo,
existem quatro modos de deformacao distintos: dois no plano e dois fora do plano. Os
modos no plano incluem a deformacao de tesoura (scissoring), na qual os dtomos de
hidrogénio oscilam aproximando-se e afastando-se, como laminas de uma tesoura, e a
deformacao de balango (rocking), em que ambos os hidrogénios se movem na mesma
direcao dentro do plano, como um balanco. Os modos fora do plano incluem a deformacao
de abaulamento (wagging), em que os hidrogénios oscilam juntos para fora e para dentro
do plano molecular, e a deformagao de tor¢ao (twisting), na qual um hidrogénio se move

para fora do plano enquanto o outro entra, torcendo o grupo CHy [69].
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Figura 3.4: Representacao esquematica dos principais modos vibracionais de uma molécula.
(a) Modos de estiramento: estiramento simétrico e assimétrico. (b) Modos de deformacao:
balango no plano, tesoura no plano, abanar fora do plano e tor¢ao fora do plano. Esses
movimentos correspondem aos diferentes tipos de vibracées que podem ser observadas na
espectroscopia vibracional.

Fonte: Adaptado de Skoog et al. (2017) [61].

Cada um desses modos possui frequéncia vibracional prépria e pode, ou nao, ser ativo
no espectro IR, dependendo da simetria da molécula. Em moléculas maiores, é comum
utilizar letras gregas para designar os modos vibracionais: v para estiramento (stretching),
d para flexao no plano (bending/scissoring), p para balango (rocking), w para abaulamento
(wagging) e T para torcao (twisting) [69]. De modo geral, as vibragoes de deformacao
ocorrem em frequéncias mais baixas que os estiramentos correspondentes, pois envolvem
deslocamentos angulares, que requerem menos energia. No caso do grupo metileno CHo,
por exemplo, as bandas de deformacao aparecem tipicamente em 1465 cm™! (deformacao
assimétrica) e entre 1450-1375 cm™! (deformacdes simétricas), enquanto os estiramentos
C-H ocorrem entre 2850-2930 cm™! [62].

Identificar os tipos de vibragao presentes em um espectro é fundamental para sua in-
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terpretacao. Frequentemente, a confirmacao da presenca de um grupo funcional especifico
resulta da observacao conjunta de um estiramento e de uma deformacao associados. Por
exemplo, alcoois exibem uma banda de estiramento O-H larga em torno de 3400 cm™! e,
simultaneamente, uma banda de deformagao O-H fora do plano (deformagao livre) por
volta de 650-600 cm~t. A presenca de ambas as bandas confirma a existéncia do grupo
—OH. Assim, compreender os diversos tipos de vibra¢ao — estiramentos (simétrico e assi-
métrico) e deformagoes (tesoura, balango, abaulamento, tor¢ao) — fornece as ferramentas

necessarias para interpretar espectros de IR de maneira abrangente, correlacionando cada

banda observada com um movimento vibracional especifico da molécula em estudo [63].

3.3.3 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fou-

rier - FTIR

Os primeiros espectrofotometros de infravermelho, desenvolvidos nas décadas de 1940 e
1950, utilizavam prismas ou grades de difracao para dispersar a luz e varrer as frequéncias
individualmente — o chamado método dispersivo, analogo ao espectrofotometro UV-Vis
tradicional [61, 63]. Embora revolucionarios para a época, esses instrumentos apresen-
tavam limitagoes quanto a sensibilidade e velocidade, pois exigiam a varredura ponto a
ponto de todo o espectro, com fendas estreitas para garantir resolucao adequada. Isso
resultava em baixo rendimento de luz (pouca energia atingindo o detector) e em relagoes
sinal /ruido reduzidas.

A partir dos anos 1960 — e especialmente com os avangos computacionais das dé-
cadas de 1970 e 1980 — houve uma verdadeira revolu¢ao na espectroscopia IR com a
introdugdo da técnica de espectroscopia por transformada de Fourier (FTIR). Diferente-
mente do método dispersivo, um espectrometro FTIR nao utiliza fendas nem varredura
monocromatica; em vez disso, emprega um interferémetro de Michelson para coletar da-
dos no dominio do tempo, os quais sao posteriormente convertidos para o dominio das
frequéncias por meio da transformada de Fourier [70].

O interferometro de Michelson — esquematizado na Figura 3.5 — é composto por uma

fonte de radia¢do, um colimador, um divisor de feixe (beamsplitter) e dois espelhos: um
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Figura 3.5: Esquema de um interferometro de Michelson iluminado por uma fonte
monocromatica.
Fonte: Adaptado de Skoog et al. (2017) [61].

fixo e um mével. A radiagdo colimada incide sobre o divisor de feixe, sendo separada em
dois caminhos 6pticos distintos: um em direcdo ao espelho fixo e outro ao espelho maével.
Apébs serem refletidos, os feixes retornam ao divisor de feixe, onde sdo recombinados e
direcionados ao compartimento da amostra [61]. O deslocamento horizontal do espelho
movel provoca variagoes periddicas na diferenca de caminho éptico entre os feixes, gerando
interferéncia construtiva ou destrutiva, conforme a diferenca de fase entre eles. O feixe
resultante, entao, segue para o detector.

O principio fundamental da interferéncia baseia-se nessa diferenca de caminho 6ptico.
Para uma fonte monocromatica, quando o espelho mével se desloca por uma distancia de
A/4, o caminho 6ptico total do feixe que atinge esse espelho varia em \/2, pois a radiagdo
percorre essa distancia duas vezes (ida e volta), ou deixa de percorrer essa distancia. Esse

deslocamento induz uma diferenca de fase entre os dois feixes recombinados, modulando
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a intensidade detectada de forma reprodutivel.

Quando a diferenca de caminho éptico corresponde a multiplos pares de A/2, os fei-
xes estao em fase e ocorre interferéncia construtiva, resultando em intensidade maxima
no detector. Por outro lado, quando essa diferenca corresponde a miultiplos impares de
A/2, ocorre interferéncia destrutiva, com intensidade minima. Essa varia¢ao periédica de
intensidade em funcao do deslocamento do espelho mével dé origem ao chamado interfe-
rograma, que € o sinal bruto registrado pelo detector.

O atraso 6ptico (6) entre os feixes é definido como § = 2(M — F), em que M é a
posicdo do espelho movel e F', a do espelho fixo. O gréfico da intensidade detectada em
fungdo de 0 corresponde ao interferograma. No caso de uma fonte monocromatica, esse
interferograma tem forma cossenoidal, com intensidade méaxima em § = 0, quando os
caminhos 6pticos sao iguais e os feixes estao perfeitamente em fase.

Quando a radiagdo passa pela amostra, parte dela é absorvida nas frequéncias corres-
pondentes aos modos vibracionais moleculares. Assim, a luz emergente sofre alteracoes
na intensidade, o que se reflete na forma do interferograma. O detector registra esse
sinal modificado em tempo real. No processamento computacional, o interferograma da
amostra ¢ comparado com um interferograma de referéncia (sem amostra). Por meio
da aplicacao da transformada de Fourier, os sinais registrados no dominio do tempo séao
convertidos para o dominio das frequéncias.

O espectro final é normalmente apresentado em termos de transmitancia, calculada a
partir da razao entre a intensidade da radiacdo transmitida pela amostra (/) e a intensi-
dade incidente (1) [71]:

1

T = T (3.1)

A partir dessa relagao, pode-se também obter o espectro de absorgdo, por meio de
manipulacdo matematica. Alternativamente, a técnica de Reflectancia Total Atenuada
(ATR) permite a obtengao direta do espectro de absor¢ao. Esse acessorio pode ser aco-

plado ao compartimento da amostra de um espectrometro FTIR convencional.
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3.3.4 Reflectancia Total Atenuada — ATR

O espectro de absorcao pode ser obtido diretamente por meio de um acessorio de
Reflectancia Total Atenuada (ATR, do inglés Attenuated Total Reflectance) inserido no
compartimento de amostra do FTIR. Nesse acessorio, a radiagao infravermelha incide
sobre um cristal de alto indice de refracdo e penetra superficialmente na amostra em
contato com sua superficie, permitindo a coleta do espectro sem a necessidade de preparos
complexos. A técnica de Reflexdo Total Atenuada revolucionou a forma de preparar
e analisar amostras na espectroscopia no IR. No modo tradicional de transmissao, era
necessario que a amostra fosse suficientemente fina (na ordem de poucos micréometros,
no caso de liquidos ou sélidos) para permitir a passagem da radiagao infravermelha. Isso
implicava procedimentos de preparo trabalhosos, como prensar pastilhas de KBr com a
amostra pulverizada ou produzir filmes delgados, além de limitar a analise de materiais
fortemente absorventes, como solugoes aquosas concentradas [61].

O acessorio ATR contorna essas limitagdes ao permitir a analise da amostra por meio
de reflexao interna em um cristal de alto indice de refragdo. Nesse arranjo, um feixe
colimado de luz infravermelha incide sobre um cristal éptico (tipicamente de diamante,
ZnSe ou Ge, com indices de refragdo entre 2,4 e 4,0), sob um angulo maior que o dngulo
critico da interface cristal-amostra, como mostrado na Figura 3.6. Nessa condi¢ao, ocorre
reflexdao interna total dentro do cristal: o feixe é totalmente refletido, sem atravessar

diretamente a amostra [61, 65].
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Figura 3.6: Esquema do acessério de Reflexdo Total Atenuada (ATR).
Fonte: Adaptado de Skoog et al. (2017) [61].
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Contudo, durante a reflexao, parte do campo eletromagnético penetra a amostra le-
vemente, além da superficie do cristal — o chamado campo evanescente, cuja intensidade
decai exponencialmente no interior da amostra. Essa penetragao tipica varia entre 0,5 e
5 pm, dependendo da frequéncia da radiacao, do angulo de incidéncia e dos indices de
refragdo do cristal e da amostra [59].

Apesar de superficial, essa penetracao é suficiente para que a radiacdo evanescente
seja parcialmente absorvida pelos grupos funcionais presentes na regiao de contato da
amostra, atenuando o feixe refletido. Apds uma ou vérias reflexoes internas (dependendo
do design do cristal do ATR), o feixe emerge do cristal e segue para o detector. O espectro
resultante é semelhante ao obtido no modo de transmissao, mas reflete majoritariamente
as propriedades da interface entre o cristal e a amostra.

Para que haja absorcao efetiva, é crucial que exista bom contato entre a amostra e a
face do cristal, ja que a profundidade de penetracao da onda evanescente é muito pequena
— a presenca de uma camada de ar inviabilizaria a interacao. Por isso, em medicoes de
amostras soélidas, aplica-se pressao sobre o material para assegurar um contato adequado
com o cristal [61]. No caso de liquidos ou pastas, o simples depédsito da amostra sobre o
cristal costuma ser suficiente para garantir o acoplamento.

O modo ATR apresenta diversas vantagens praticas em relacdo a transmissao con-
vencional. Em primeiro lugar, requer preparo minimo da amostra: sélidos pulverizados,
liquidos viscosos ou pastas podem ser aplicados diretamente sobre o cristal, eliminando
etapas demoradas de preparo [67]. Além disso, permite a analise de amostras espessas
ou altamente absorventes sem a necessidade de diluicdo. Outros beneficios incluem a
facilidade de limpeza: cristais, especialmente os de diamante, sdo resistentes a solventes

e abrasoes leves, podendo ser reutilizados intimeras vezes.



34

Capitulo 4

Método Quimiométrico

Este capitulo apresenta uma revisao dos fundamentos da quimiometria, abordando
seu desenvolvimento historico e sua relevancia como ferramenta matematica e estatistica
aplicada a quimica. Sao discutidas as principais etapas de organizacao e pré-tratamento
de dados, fundamentais para garantir a qualidade das andlises. Por fim, é explorada a
Anaélise de Componentes Principais (PCA), com énfase em sua formula¢do matematica e

na aplicagdo da Decomposicao em Valores Singulares (SVD) como método de calculo.

4.1 Introducao

A quimiometria pode ser definida como disciplina da quimica que se dedica a aplicacao
de métodos matematicos, estatisticos e computacionais para analisar dados quimicos e
extrair destes a méaxima informagao relevante [72, 73, 74]. Em outras palavras, é a
area interdisciplinar que faz a ponte entre a quimica analitica, estatistica multivariada,
modelagem matemadtica e ciéncia da computacgao, visando tratar quantitativamente os
dados obtidos em medi¢oes quimicas. Seu objetivo central é otimizar a aquisicdo, o
tratamento e a analise de dados, possibilitando uma compreensao mais profunda e objetiva
dos sistemas estudados.

No contexto da quimica analitica, o papel da quimiometria é fundamentalmente otimi-
zar e interpretar os dados gerados por métodos instrumentais modernos. Isso inclui uma

variedade de tarefas que os quimicos enfrentam, como a selecdo de métodos de andlise
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mais adequados, a calibracao de instrumentos para quantificagdao, a determinagao de rela-
¢oes entre estrutura molecular e atividade e o reconhecimento de padroes em conjuntos de
dados multivariados [73, 74]. Ao utilizar técnicas estatisticas avangadas, a quimiometria
permite melhorar a qualidade das informacoes extraidas sem a necessidade de melhorias
no aparato experimental, ou seja, os dados existentes sao explorados de forma mais efi-
caz [75]. De fato, a quimiometria utiliza ferramentas estatisticas para planejar, analisar e
interpretar dados, ajudando o analista a determinar a técnica mais apropriada para uma
dada aplicagdo ou até aprimorar os resultados de técnicas analiticas sem investimentos
adicionais em novos equipamentos. Em resumo, a quimiometria atua como uma caixa
de ferramentas cientificas que engloba métodos de estatistica multivariada, otimizagao e
inteligéncia computacional aplicados a problemas quimicos, ampliando significativamente
a capacidade de compreensao e decisao a partir de resultados experimentais.

O termo “quimiometria” (do inglés, chemometrics) foi introduzido em 1971-1972 pelo
quimico organico Svante Wold, que cunhou o neologismo com o intuito de denominar essa
nova area de pesquisa [73, 74]. Em 1974, durante uma visita de Wold a Universidade
de Washington, juntamente com o professor Bruce R. Kowalski — pioneiro americano no
uso de computacao e estatistica em quimica — fundaram a International Chemometrics
Society (ICS), marcando a cria¢do oficial de uma comunidade cientifica dedicada a qui-
miometria [72, 74]. Nesse periodo inicial, os esforgos se concentravam em mostrar como
técnicas de reconhecimento de padrdes e andlise multivariada poderiam revolucionar a
interpretacao de dados quimicos. Por exemplo, Kowalski relatou ja em meados dos anos
1970 que os quimicos estavam gerando “mais informagdes quimicas do que sabiam ge-
renciar” com os métodos tradicionais, o que motivou o desenvolvimento de programas de
computador e algoritmos para extrair padroes escondidos em grandes conjuntos de dados
experimentais [76].

A consolidagao da quimiometria ocorreu ao longo dos anos 1980, impulsionada pelo
avango dos computadores pessoais e pelo interesse crescente da comunidade analitica.
Antes disso, técnicas quimiométricas estavam “dispersas na literatura” e careciam de um

forum unificado. Isso mudou com a criagao de periddicos cientificos dedicados exclusiva-
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mente a area: em 1986 foi langado o periddico Chemometrics and Intelligent Laboratory
Systems (Elsevier) e, em 1987, Kowalski tornou-se o editor fundador do Journal of Che-
mometrics (Wiley), proporcionando plataformas especificas para divulgacao de inovagoes
e aplicagbes quimiométricas [74].

Vale salientar que a quimiometria, embora tenha se originado e se consolidado no con-
texto da quimica analitica, nao se restringe exclusivamente a essa area. Trata-se de uma
disciplina interdisciplinar que encontra aplica¢gbes em diversos campos cientificos, como
fisica, biologia, farmacologia, ciéncias ambientais e engenharias. Técnicas quimiométricas
sao amplamente empregadas na andlise de dados espectroscopicos e cromatograficos ob-
tidos por métodos como espectroscopia no infravermelho, Raman, RMN e cromatografia
liquida ou gasosa, permitindo a extracao de informacoes relevantes em contextos tao dis-
tintos quanto o controle de qualidade de materiais, a caracterizacao de compostos fisicos

ou a analise de biomarcadores em sistemas bioldgicos.

4.2 Organizacao e pré-tratamento de dados

Antes de compreendermos as etapas envolvidas no pré-tratamento de dados espec-
troscopicos, ¢ fundamental entender como esses dados sao originalmente adquiridos e
organizados. Em experimentos com técnicas como espectroscopia FTIR em modo ATR
ou espectroscopia Raman, os espectros gerados sao digitalizados por sistemas computa-
cionais acoplados aos instrumentos. Esses sistemas registram as informacoes espectrais
em forma de estruturas numéricas (por exemplo, tabelas). Os valores de intensidade —
como transmitancia, absorbancia ou intensidade de espalhamento — sdo alocados no eixo
das ordenadas (Y'), enquanto as varidveis espectrais, normalmente expressas em nimero
de onda (cm™!), deslocamento Raman ou comprimento de onda (nm), sio organizadas no
eixo das abscissas (X). Dessa forma, os dados espectrais também podem ser visualizados
na forma matricial, organizados em linhas e colunas, constituindo uma matriz X, onde
cada linha I corresponde a uma amostra (ou objeto) e cada coluna J se refere as variaveis
(por exemplo, um nimero de onda). A Matriz X pode ser representada em trés formas

diferentes.
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Na primeira forma, temos uma matriz em que cada linha representa um vetor linha
transposto, ou seja, o espectro da ¢ -ésima amostra. Cada vetor contém J valores, que

correspondem as intensidades registradas nos diferentes pontos espectrais,

X, = Tyt Xig v Tig| - (4.3)

A Equacio (4.3) mostra como podemos escrever o vetor transposto x|, que representa
o espectro completo da i-ésima amostra. Esse vetor pode ser associado a um ponto
no espaco de dimensao J (x;1, %, ..., x;s), cada um correspondente a uma resposta do
equipamento em diferentes pontos espectrais. Na segunda matriz, sendo uma matriz de
dimensao (I x J), contém todos os dados das i-ésimas amostras correspondentes as j-
ésimas respostas da matriz de dados. E na terceira forma, a matriz é organizada por
colunas de varidveis, representadas pelos vetores coluna x;, que rednem as intensidades
de uma mesma variavel para todas as amostras, que também podem ser associadas a um

vetor no espaco de I dimensao, dados por,

xlj

1‘2]'

l’[j

E importante frisar que, embora os dados sejam originalmente adquiridos como vetores
coluna (com as intensidades organizadas verticalmente), para montar a matriz X de forma
tradicional — com as amostras nas linhas — ¢é necessario realizar a transposicao desses

vetores. Por isso utilizamos x|, que é a versao transposta do vetor espectral da i-ésima
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amostra. Essa organizacao matricial dos dados constitui um passo fundamental para
a compreensao de como os métodos quimiométricos operam. Uma vez compreendida e
definida a estrutura dos dados, partimos para a etapa de pré-tratamento, que antecede
a aplicacao das técnicas quimiométricas propriamente ditas. Vale ressaltar que o pré-
tratamento ¢é aplicado quando necessario, o que, na maioria dos casos, se verifica, pois
representa uma forma eficaz de reduzir variagoes indesejadas que podem surgir durante
a aquisicao dos dados. Tais variagoes, caso nao sejam tratadas adequadamente, podem
influenciar de maneira significativa os resultados finais. Todavia, o pré-tratamento de
dados deve ser conduzido com cuidado e critério. E imprescindivel realizar uma andlise
prévia para selecionar o tratamento mais apropriado, de modo a nao comprometer a
qualidade e a confiabilidade da anélise subsequente. De acordo com Ferreira [74], o pré-
tratamento de dados pode ser dividido em duas partes: (i) quando aplicados as linhas
da matriz X, ou seja, aos dados de cada amostra, esse tratamento é conhecido como
transformagao; e (ii) quando aplicados as colunas da matriz X, correspondendo ao que
se denomina pré-processamento.

As técnicas de transformacao, aplicadas as linhas da matriz de dados X, tém por
objetivo atenuar variagoes indesejadas associadas aos objetos (amostras) que nao foram
removidas durante a obtenc¢ao dos dados, bem como realgar informagoes relevantes. Entre
os métodos mais utilizados destacam-se o alisamento, que reduz componentes de alta
frequéncia associadas ao ruido experimental; a correcao de linha de base, empregada para
eliminar variacoes sistematicas e desvios lentos que afetam a linha de base dos dados;
o calculo de derivadas, que permite evidenciar mudancas locais e suprimir tendéncias
globais, sendo particularmente 1til em casos de deslocamento ou inclinacao da linha de
base; e a normalizacao, que busca compensar diferencas de magnitude global entre os
espectros ou amostras, favorecendo a comparacao adequada dos dados [74].

As técnicas de pré-processamento, por sua vez, tém como objetivo preparar as variaveis
(colunas da matriz X) para a aplicacao de métodos multivariados, assegurando que cada
variavel contribua de maneira equilibrada a analise. As técnicas mais frequentes incluem

a centragem na média, que translada cada variavel para ter média zero, preservando
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integralmente a estrutura relativa dos dados; e o escalonamento, que iguala a variancia
das varidveis, proporcionando pesos comparaveis na analise.

Embora a literatura apresente um conjunto amplo de técnicas para ambas as classes,
a escolha adequada deve considerar as caracteristicas especificas dos dados e os objetivos
da andlise. Tanto as transformacoes quanto o pré-processamento devem ser aplicados
de forma criteriosa, com base no conhecimento do sistema em estudo e nas exigéncias

metodoldgicas da abordagem quimiométrica empregada [74].

4.3 Analise de Componentes Principais - PCA

A Anélise de Componentes Principais (PCA, do inglés Principal Component Analy-
sis) é uma técnica estatistica multivariada amplamente empregada em quimiometria para
analise exploratéria de dados complexos. Trata-se de um método nao supervisionado de
reconhecimento de padroes que transforma um conjunto inicial de variaveis altamente
correlacionadas em um novo conjunto de variaveis nao correlacionadas, chamadas compo-
nentes principais. A técnica foi originalmente introduzida por Karl Pearson em 1901 [77],
sendo posteriormente formalizada e desenvolvida de maneira mais rigorosa por Harold
Hotelling em 1933 [78]. O objetivo principal da PCA ¢ reduzir a dimensionalidade (com-
pressao) dos dados mantendo o maximo de informacao original, isto é, comprimir os dados
com minima perda informativa [72, 74].

A PCA permite construir um novo sistema de coordenadas formado pelas Compo-
nentes Principais (PCs), também denominadas variaveis latentes. Essas componentes sao
ortogonais entre si e cada uma explica uma parcela da variancia total do conjunto de
dados, de forma que as primeiras poucas componentes concentram os principais padroes
de variacado presentes. Dessa maneira, a PCA possibilita a identificacdo de tendéncias,
grupos naturais de amostras (clusters) e comportamentos atipicos (outliers) de forma vi-
sual e intuitiva, por meio de graficos de dispersao, sem exigir conhecimento prévio sobre
as classes ou os rotulos das amostras [72, 74].

Para ilustrar o conceito empregado, consideremos um conjunto de espectros com I = 5,

obtidos a partir de amostras de mel puro e de mel adulterado com diferentes concentracoes
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de solugdo de dgua e acticar comercial, na regido espectral de 1300 a 930 cm™!.

Nessa
faixa, cada espectro contém J = 193 respostas de intensidade espectral, correspondentes a
diferentes niimeros de onda. Dessa forma, a estrutura dos dados pode ser representada por
uma matriz X de dimensao 5 x 193, em que as linhas correspondem as diferentes amostras

analisadas e as colunas, as variaveis espectrais. A Figura 4.1 apresenta a representagao

grafica dos espectros utilizados.
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Figura 4.1: Espectros de absorcao no infravermelho para amostras de mel puro e mel
adulterado com diferentes concentragdes (z%) de solugdo de dgua e aglcar comercial, na regiao
espectral de 1300 a 930 cm ™.

Fonte: Elaborado pela autora.

Suponhamos agora que se tenham considerado apenas as intensidades dos dois picos
destacados na Figura 4.1, situados em 1147 e 1026 cm~!. Com isso, a matriz X, anteri-
ormente de dimensao 5 x 193, passa a ter dimensao 5 X 2, e a andlise torna-se bivariada,

como ilustrado na Figura 4.2.
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Figura 4.2: Grifico das intensidades registradas em 1147 cm™! e 1026 cm™".
Fonte: Elaborado pela autora.

Conforme se observa na Figura 4.2, quando consideramos apenas as intensidades cor-
respondentes a esses dois nimeros de onda, as amostras se distribuem praticamente ao
longo de uma linha reta, evidenciando um comportamento linear. Isso indica que as in-
tensidades nos dois picos estao fortemente correlacionadas. O coeficiente de correlacao de
Pearson, que quantifica o grau de associagao linear entre duas varidveis = e y, é neste caso

igual a r = 0,999. O coeficiente r é calculado pela relagao [72, 74],

S (2 — )i — 7)
r=—= = - . (4.5)
(Lo |-

Vale ressaltar que, neste caso, x e y correspondem as intensidades dos picos em 1147
e 1026 cm™!, respectivamente. Podemos, portanto, concluir que, embora a andlise te-
nha considerado duas variaveis, ambas sdo governadas por um mesmo fator latente —
a concentragao de adulterante nas amostras de mel. Isso revela que a dimensionalidade
intrinseca dos dados é reduzida e que a variacao observada pode ser essencialmente expli-
cada por um tunico fator subjacente. Assim, ao trabalhar com matrizes J > I, é comum

que variaveis espectrais apresentem correlagoes elevadas, o que possibilita a identificacao
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de um subconjunto reduzido de variaveis capaz de preservar a maior parte da informagao
relevante contida nos dados originais.

As PCs possuem como uma de suas propriedades fundamentais o fato de serem nao
correlacionadas e ortogonais entre si. Em outras palavras, a informagao contida em uma
componente ndo estd presente em nenhuma das demais. Outra propriedade essencial é
que as PCs sao construidas para descrever a maior variancia possivel dos dados originais.
A primeira componente principal, denominada PC1, explica a maior parcela da variancia
total do conjunto de dados. A segunda componente principal, denominada PC2, explica
a segunda maior parcela de varidncia, sendo ortogonal a PC1. As demais componentes
seguem o mesmo principio: cada uma explica uma parcela decrescente da variancia, man-
tendo sempre a ortogonalidade em relagdo as componentes anteriores. A seguir, iremos

definir a PCA na forma matematica.

4.3.1 Fundamentos Matematicos

A andlise de componentes principais (PCA) pode ser definida matematicamente como
decomposicao da matriz X, de dimensao (I x J), conforme apresentada na Equagao (4.6),

em duas matrizes, uma de escores T e uma matriz ortonormal de pesos L, de modo que,

X =TL". (4.6)

A Equagao (4.6) mostra que a matriz de dados original X pode ser reescrita como o
produto entre os escores e os loadings transpostos. Tal reescrita oferece uma nova forma
de visualizar os dados, na qual as dire¢oes de maior variabilidade sao extraidas e utilizadas
como nova base para a representacao dos objetos.

Neste contexto:

e A matriz T contém os escores, que representam as amostras no novo sistema de
eixos principais. Cada linha de T corresponde a uma amostra projetada nesse novo

espago, e cada coluna representa uma componente principal (PC);

o A matriz L é a matriz de loadings ou pesos. Cada coluna define uma nova direcao
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(componente principal), construida como combinagao linear das varidveis originais.

Por definicao, L é ortonormal, o que implica que:

L'L =1, (4.7)

em que I é a matriz identidade de ordem J x J.

Os escores expressam como as amostras se organizam nesse novo sistema de coorde-
nadas. Ja os pesos indicam a importancia relativa de cada variavel original na formagao
de cada componente principal, sendo essas dire¢oes escolhidas para maximizar a variancia
explicada em cada etapa.

Essa decomposicao pode ser entendida como uma mudanca de base: os dados sao re-
presentados em um novo sistema ortogonal em que as variaveis originais sao transformadas
em componentes principais nao correlacionados.

A matriz de escores pode ser definida por,

T =XR, (4.8)

em que R é a matriz transformacao. Ou seja, trata-se de uma mudanga algébrica do
espago original para o espago das componentes principais. Considerando a Equagao (4.6),

e o fato de que L é ortonormal, podemos reescrever a Equacao (4.9) da seguinte forma,

T =XL. (4.9)

Em muitos casos praticos, nao é necessario utilizar todas as J componentes princi-
pais. Quando ha correlacgdo entre as varidveis, é comum que apenas A componentes (com
A < J) sejam suficientes para explicar a maior parte da varidncia dos dados. Assim, a

decomposicao geral assume a forma,

X=X+E, (4.10)

A

em que X representa a parte sistematica da matriz original, reconstruida a partir dos A
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primeiros componentes principais, e E é a matriz de residuos ou erros, de dimensao 1 x J,
contendo a parte da variabilidade nao explicada pelo modelo.
A reconstrucao de X pode ser expressa da seguinte forma,

X =T,L7%. (4.11)

com,

TA:[tl t2 tA] y LA:[ll 12 IA] (412)

Substituindo essas expressoes na Equagao (4.11), a reconstrucao da matriz de dados

pode ser representada como uma soma dos produtos externos entre os vetores de escores
e seus respectivos vetores de pesos. Assim, a matriz X é dada por,

X =t17 +told + -+ talh. (4.13)

Com isso, a decomposicao completa da matriz X assume a forma expandida,

X =t +tol] +-- +t4l +E. (4.14)
em que,
R A
X =)t =TsL}. (4.15)
a=1

Cada termo t,17 representa a contribuigdo da a-ésima componente principal na recons-
trucao da estrutura sistematica dos dados. O termo residual E compreende as variagoes
nao explicadas, frequentemente atribuidas ao ruido experimental ou a flutuagoes aleaté-
rias. Essas contribuigdes sao geralmente desconsideradas em andlises exploratorias focadas
nas principais tendéncias estruturais dos dados.

H4 diferentes formas de calcular as matrizes de escores e de pesos a partir da matriz de
dados X. Entre os métodos mais utilizados estao: a Decomposicao em Valores Singulares

(SVD, do inglés Singular Value Decomposition), a diagonalizagao da matriz de covaridncia
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ou correlagdo, e o algoritmo NIPALS (Nonlinear Iterative Partial Least Squares), este
ultimo particularmente util quando had um grande niimero de variaveis ou dados ausentes.
Neste trabalho, adota-se a SVD como abordagem padrao. Por essa razao, serd o unico

método de calculo definido matematicamente a seguir [74].

4.3.2 Decomposicao por Valores Singulares — SVD

A decomposi¢ao por valores singulares (Singular Value Decomposition, SVD) é um
dos métodos fundamentais da algebra linear, amplamente aplicada a anélise exploratoria
e modelagem quimiométrica de dados multivariados. Seja X € R’*/ a matriz de dados,
previamente centrada na média de cada coluna, de modo a garantir que todas as variaveis
possuam média nula, conforme recomendado na literatura [60, 74]. Este procedimento de
centragem ¢ essencial para evitar que a média interfira na decomposicao e na interpretacao
dos padroes de variabilidade e assegurar que a variancia explicada por cada componente
principal corresponda efetivamente a variancia total residual das variaveis originais.

A centragem pode ser formalmente expressa como,

X =X-1x", (4.15)

em que X é o vetor coluna com as médias de cada variavel, e 1 é um vetor coluna de
dimensao I com todas as entradas iguais a 1. A decomposicdo SVD é entao aplicada
sobre X.

A decomposicdo SVD permite expressar a matriz centrada como o produto de trés
matrizes:

X =USVT. (4.16)
Nesta expressao:

« U € R ¢ uma matriz ortonormal quadrada cujas colunas sdo os autovetores da

matriz simétrica XX

e V € R/*/ ¢ uma matriz ortonormal quadrada cujas colunas sdo os autovetores de
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XTX;

« S € R™/ ¢ uma matriz diagonal retangular, contendo os valores singulares s; >

Sg 228k > 0.

As propriedades de ortonormalidade podem ser expressas por,

v'u=1; Vviv=I,, (4.17)

em que I; e I; sao matrizes identidade de ordem I e J, respectivamente.

Os valores singulares presentes na diagonal de S estao dispostos em ordem decres-
cente e correspondem as raizes quadradas dos autovalores das matrizes de correlagao ou
covariancia dos dados [74]. Ao multiplicar ambos os lados por X” e considerando as

propriedades de ortonormalidade, obtém-se,

XTX =vsTsvT, (4.18)

bem como,

XX" =uss’u’. (4.19)

Nessas expressoes, a matriz STS é diagonal e contém os quadrados dos valores sin-
gulares, s7. Assim, as colunas de V constituem os autovetores de XTX, e as colunas
de U sdo os autovetores de XX, associados aos mesmos K autovalores nao nulos. Essa
correspondéncia garante que a decomposigao seja tnica, salvo pelo sinal de cada vetor [74].

O ntmero de valores singulares niao nulos K corresponde ao posto da matriz X, obe-
decendo a relagao,

K < min(I, J).

Conforme descrito na literatura [74], quando I > J, a matriz S apresenta uma submatriz
diagonal de dimensao J x J e linhas inferiores nulas. Se I < J, a submatriz diagonal
relevante é I x I, com colunas adicionais compostas por zeros. No caso em que I = J, S
é quadrada.

Outro aspecto importante é que essa decomposi¢ao pode ser aplicada a qualquer matriz
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real, independentemente de sua forma ou tamanho, desde que os dados sejam adequada-
mente centrados na média [60].
Na pratica quimiométrica, a SVD constitui a base da Analise de Componentes Prin-

cipais (PCA). Quando os dados encontram-se centrados, a decomposi¢ao fornece direta-

mente:

e Os loadings: L = V, que representam os pesos das variaveis originais nas novas

componentes ortogonais;

e Osescores: T = US, que sao as projegoes das observacoes nos novos eixos principais.

Dessa forma, a matriz original pode ser reescrita como:
X =TLT =USsSVT. (4.20)

A ortogonalidade dos loadings e escores assegura que cada componente principal seja
independente das demais, simplificando a interpretacao e a visualizagdo dos padroes la-
tentes. Assim, torna-se possivel reduzir a dimensionalidade do problema, retendo apenas
os A maiores valores singulares, responsaveis por explicar a maior parte da varidncia total

dos dados com minima perda de informacao [74].



48

Capitulo 5

Procedimentos Experimentais

Este capitulo descreve os procedimentos experimentais adotados neste estudo para a
caracterizagao e analise de amostras de mel puro e adulterado. Inicialmente, sdo apre-
sentados os métodos de preparo e armazenamento das amostras, incluindo as estraté-
gias utilizadas para simular diferentes niveis de adulteracao com acucares. Em seguida,
detalham-se os procedimentos de aquisi¢ao espectroscopica, contemplando as técnicas de
espectroscopia fotoacustica (PAS), espectroscopia Raman e espectroscopia no infraverme-

lho com transformada de Fourier em modo ATR (FTIR-ATR).

5.1 Preparacao de Amostras

As amostras de mel puro utilizadas neste estudo foram produzidas por colonias da
abelha Apis mellifera scutellata, coletadas na Fazenda Experimental de Iguatemi, per-
tencente a Universidade Estadual de Maringd (FEI/UEM), localizada no municipio de
Maringd, estado do Parand (232 25” S, 512 57’ O), durante o ano de 2024. Uma das
amostras foi destinada exclusivamente a preparagao das amostras adulteradas utilizadas
nos experimentos.

Com o objetivo de simular diferentes cenarios de adulteragao, foram preparadas so-
lugoes aquosas de quatro tipos de aglicares em p6, utilizados como adulterantes: agiicar
comercial de uso alimentar (agicar refinado adquirido em supermercado), sacarose, fru-

tose e glicose (cada uma em po; pureza > 99%). A Figura 5.1 apresenta os aglcares



CAPITULO 5. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS 49

padrao utilizados, sendo (a) frutose, (b) sacarose e (c) glicose.

Figura 5.1: Amostras dos agucares padrao utilizados nos experimentos, todos com grau de
pureza de 99%: a) frutose, b) sacarose e c¢) glicose.
Fonte: Elaborado pela autora.

Para cada tipo de actcar, foram preparadas trés solugoes em concentracoes de 15%,
30% e 45% m/m (sendo % m/m a concentragdo em termos porcentuais de massa por
massa). As solugoes foram preparadas individualmente, utilizando dgua destilada, com
massa total de 100 g: a massa correspondente ao percentual de agticar desejado foi dis-
solvida em agua destilada até completar 100 g de solugao.

Com as solugoes preparadas, procedeu-se a adulteracao da amostra de mel puro se-
lecionada. Para cada tipo de solucao e para cada agucar, foram realizadas adulteracoes
em trés niveis: 10%, 20% e 30% m/m, expressos como a propor¢ao massica da solugdao
adicionada em relagdo a massa total da mistura final (mel + solugdo). As adigoes foram
realizadas por pesagem direta em balanca analitica, com subsequente homogeneizacao ma-
nual das misturas. O procedimento foi repetido para cada solucao de cada adulterante,
resultando em um conjunto completo de amostras adulteradas.

Para melhor organizacao dos dados experimentais e clareza na apresentacao dos resul-
tados, as amostras foram sistematicamente classificadas em quatro grupos experimentais,
conforme a concentragdo massica da solucao adulterante utilizada no preparo: Grupo 1
(mel puro — controle), Grupo 2 (solugdes a 15%), Grupo 3 (solugoes a 30%) e Grupo 4
(solucoes a 45%). Essa estrutura de agrupamento serd adotada ao longo dos capitulos
seguintes, servindo como base para a apresentacao, analise e discussao dos resultados es-
pectroscépicos e quimiométricos. As Tabelas a seguir apresentam a descricao detalhada

de cada amostra analisada neste estudo, incluindo o tipo de adulterante e as proporcoes
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massicas entre mel e solucgao.

Tabela 5.1: Composi¢ao das amostras do Grupo 1 (controle).
ID Adulterante % de Mel % de Adulteragao

P1 - 100 0
P2 - 100 0

Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 5.2: Composigao das amostras do Grupo 2 (solugao adulterante a 15%).
ID Adulterante % de Mel % de Adulteragao

Al  Acgtcar Comercial 90 10
A2  Acgicar Comercial 80 20
A3 Actcar Comercial 70 30
A4 Sacarose 90 10
A5 Sacarose 80 20
A6 Sacarose 70 30
AT Frutose 90 10
A8 Frutose 80 20
A9 Frutose 70 30
A10 Glicose 90 10
All Glicose 80 20
Al12 Glicose 70 30

Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 5.3: Composigao das amostras do Grupo 3 (solugao adulterante a 30%).
ID Adulterante % de Mel % de Adulteragao

A13 Agicar Comercial 90 10
Al14 Agucar Comercial 80 20
A15 Agicar Comercial 70 30
Al6 Sacarose 90 10
Al7 Sacarose 80 20
A18 Sacarose 70 30
A19 Frutose 90 10
A20 Frutose 80 20
A21 Frutose 70 30
A22 Glicose 90 10
A23 Glicose 80 20
A24 Glicose 70 30

Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 5.4: Composi¢ao das amostras do Grupo 4 (solugao adulterante a 45%).
ID Adulterante % de Mel % de Adulteragao

A25  Agicar Comercial 90 10
A26 Acucar Comercial 80 20
A27 Agicar Comercial 70 30
A28 Sacarose 90 10
A29 Sacarose 80 20
A30 Sacarose 70 30
A3l Frutose 90 10
A32 Frutose 80 20
A33 Frutose 70 30
A34 Glicose 90 10
A35 Glicose 80 20
A36 Glicose 70 30

Fonte: Elaborado pela autora.

Apébs o preparo, todas as amostras, puras e adulteradas, foram acondicionadas indi-
vidualmente em microtubos de polipropileno com tampa de pressao, adequados para uso
laboratorial. Em seguida, os microtubos foram organizados em uma caixa plastica prépria
para armazenamento, a qual foi inteiramente coberta com papel aluminio, visando pro-
teger as amostras da exposicao a luz durante o periodo de armazenamento. As amostras
foram mantidas em um intervalo de temperatura controlada de 20 a 25 °C, em ambiente
escuro. Este procedimento visou preservar as caracteristicas fisico-quimicas das amostras
até o momento das analises espectroscopicas. Ao todo, foram preparadas 36 amostras

adulteradas e 2 amostras de mel puro, totalizando 38 amostras analisadas neste estudo.

Figura 5.2: Amostras de mel puras e adulteradas utilizadas na pesquisa experimental,
acondicionadas em microtubos devidamente identificados.
Fonte: Elaborado pela autora.
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5.2 Espectroscopia Fotoacustica

As andlises de espectroscopia fotoacustica (PAS) foram realizadas em um arranjo
experimental configurado com uma lampada de arco de xendénio de 1000 W (Newport
Corporation) como fonte de radiacao, cobrindo a faixa espectral do ultravioleta (UV) ao
infravermelho proximo (NIR). Neste trabalho, as medidas foram conduzidas exclusiva-
mente na regiao do UV-Vis, no intervalo espectral de 230 a 600 nm.

O controle do comprimento de onda da radia¢ao incidente sobre a amostra foi feito
com um monocromador CS130B 1/8 m, equipado com duas grades de difragdo. Foram
empregadas duas fendas fixas, com aberturas de 3,56 mm (entrada) e 1,56 mm (saida),
resultando em uma resolugao espectral de 4,00 nm. Para eliminar harmonicos de segunda
e terceira ordens gerados pela grade de difra¢ao, um trocador de filtros 6pticos (Newport)
foi inserido no feixe final.

O feixe de luz, apos passar pelos filtros, foi guiado até o interior da célula fotoacustica
por meio de um sistema 6ptico composto por espelhos de aluminio e lentes de quartzo. A
célula fotoacustica, construida com janela de quartzo em sua entrada, possui um compar-
timento porta-amostra e uma saida para o detector de pressao. A deteccao foi realizada
por um microfone capacitivo da Bruel & Kjaer, com elevada sensibilidade para variagoes
de pressao induzidas pelo efeito fotoacustico.

Durante as medicoes, a poténcia da lampada foi ajustada para 800 W. O feixe foi mo-
dulado a uma frequéncia fixa de 13 Hz utilizando um chopper mecénico (ThorLabs). O
sinal fotoactstico foi amplificado e detectado com um amplificador Lock-In modelo DSP
7265 (Signal Recovery), operando com uma constante de tempo de 1 s, sensibilidade de
5,00 mV e com média de 10 leituras por ponto espectral. Todo o sistema, incluindo a
varredura espectral e a aquisicdo dos sinais, foi controlado por meio de um programa de-

senvolvido especificamente para esse fim. A Figura 5.3 ilustra a montagem experimental.
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Figura 5.3: ITlustracdo da montagem experimental da Espectroscopia Fotoacustica.
Fonte: Reproduzido de Greatti (2023) [79].

Como a espectroscopia fotoacustica fornece um sinal relativo, um padrdao de norma-
lizagao foi utilizado. Neste estudo, foi empregado carvao ultrapuro como material de
referéncia, permitindo a correcao dos espectros das amostras em funcao das caracteristi-
cas espectrais da fonte, da resposta do sistema optico e da célula.

Antes das medigoes, as amostras de mel foram submetidas a leve aquecimento em
banho-maria, com temperatura controlada, nao ultrapassando 50 °C, visando garantir a
homogeneizacao adequada. Em todas as etapas em que as amostras foram aquecidas, os
microtubos estavam vedados com filme de vedacdo Parafilm®, a fim de evitar a evapora-
¢do. Para cada amostra, foram depositadas gotas suficientes na célula fotoactstica até
que o compartimento porta-amostra estivesse completamente preenchido, de modo a as-
segurar uniformidade na quantidade de amostra e consisténcia nas condigoes de aquisi¢cao
espectral. Apos a preparacao e deposicao na célula, todas as amostras foram submetidas

a medicao espectral, conforme descrito.

5.3 Espectroscopia Raman

Os espectros Raman foram adquiridos em um microscépio Raman confocal (u-Raman),
da marca Bruker, modelo SENTERRA, pertencente ao Complexo de Centrais de Apoio
a Pesquisa - COMCAP, da Universidade Estadual de Maringd - UEM. O equipamento
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possui configuragao confocal e permite analise em diferentes profundidades e detalhamento
espacial, com trés fontes de excitagao laser, com comprimento de onda de 532 nm, 633 nm
e 785 nm. Neste trabalho, as amostras foram excitadas com laser de comprimento de
onda de 785 nm, com poténcia nominal de 50 mW, utilizando lente objetiva de 20x de
amplificagdo. As medigdes foram realizadas com 100 varreduras (coadditions) e tempo de

integracdo de 5 s por varredura. A regido espectral registrada foi de 419 a 1778 cm™1,

com resolucao espectral de 3 a 5 cm™!.

Antes da aquisicao espectral, as amostras foram submetidas a leve aquecimento em
banho-maria, com temperatura controlada, nao ultrapassando 50 °C, com o objetivo de
garantir homogeneizacao adequada do mel e facilitar a aplicagdo da amostra. Pequenas
quantidades da amostra (1 gota) foram depositadas em suportes metalicos apropriados
(“panelinhas”) para anédlise.

Foram realizadas trés medidas independentes por amostra. Para cada medida, a amos-
tra utilizada era descartada, e uma nova gota da mesma amostra era aplicada no suporte,
de modo a minimizar eventuais variagoes de composicao entre diferentes regides da amos-

tra. Este procedimento visou garantir a representatividade e a reprodutibilidade dos

espectros obtidos.

5.4 Espectroscopia FTIR modo ATR

As analises de espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier em modo
de reflexao total atenuada (FTIR-ATR) foram realizadas em um espectrometro Vertex
70v (Bruker), com o acoplamento do acessério de ATR com cristal de diamante. O
equipamento também pertence ao COMCAP da UEM.

As medidas foram realizadas com a camara do equipamento operando em vacuo, de
modo a eliminar contribui¢oes atmosféricas indesejadas, como absorc¢oes relacionadas ao
vapor de agua e diéxido de carbono. Para cada andlise, uma gota da amostra foi deposi-
tada diretamente sobre o cristal do acessério ATR.

Antes da aquisicao espectral, as amostras foram submetidas a leve aquecimento em

banho-maria, com temperatura controlada, ndo ultrapassando 50 °C, com o objetivo de
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garantir a homogeneizacao adequada do mel e facilitar a aplicacdo no cristal.
Os espectros foram adquiridos com 128 varreduras, no intervalo espectral de 4000 a

400 ecm™!, com resolucao espectral de 4 cm™!.

Foram realizadas medidas em triplicata
por amostra, com reposicao da amostra sobre o cristal a cada nova aquisicao, de modo a

garantir a representatividade e a reprodutibilidade dos espectros obtidos.
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Capitulo 6

Resultados e Discussao

Neste capitulo sao apresentados e discutidos os principais resultados obtidos nas ana-
lises espectroscépicas de amostras de mel puro e adulterado, com foco em métodos nao
destrutivos, sensiveis e aplicaveis a caracterizagdo de alimentos. Os dados estdao organi-
zados conforme as técnicas experimentais utilizadas: espectroscopia fotoacustica (PAS),
com énfase na regiao do UV-Vis; espectroscopia Raman; e espectroscopia no infravermelho
com transformada de Fourier, na modalidade de reflexao total atenuada (FTIR-ATR). As
interpretacgoes consideram a identificacao de bandas caracteristicas, a comparacao entre
amostras e a avaliagdo de possiveis efeitos experimentais. A técnica de FTIR-ATR foi
complementada por andlises quimiométricas, visando ampliar a capacidade discriminante
e identificar padroes associados a adulteracao. Por fim, discutem-se as limitagoes observa-
das e indicam-se diregoes para investigacoes futuras que assegurem maior confiabilidade

nos métodos aplicados ao controle de qualidade do mel.

6.1 Espectroscopia Fotoactustica - PAS

A espectroscopia fotoactstica é uma técnica de absorcao que se baseia na deteccao da
pressao gerada pela conversao da energia radiante absorvida em calor. Por sua sensibi-
lidade tanto as propriedades épticas quanto térmicas dos materiais, a técnica tem sido
cada vez mais explorada em diferentes contextos analiticos, incluindo a caracterizacao de

alimentos. Diante da complexidade composicional do mel e da necessidade de métodos
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analiticos nao destrutivos e com alta sensibilidade, este trabalho propos investigar o uso
da espectroscopia fotoactstica na deteccao de adulteragoes em amostras de mel, na regiao
do UV-Vis. A Figura 6.1 apresenta o espectro obtido para a amostra de mel puro (P1
do grupo 1) da abelha Apis Mellifera Scutellata, registrado na faixa de 230 a 600 nm,
o qual servirda como referéncia para a comparacao com amostras adulteradas. Para fins
de interpretacao visual e comparagao, todas as curvas espectrais discutidas nesta secao
foram submetidas a um procedimento de alisamento com o objetivo de reduzir ruidos sem

comprometer as principais estruturas espectrais.
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Figura 6.1: Espectro fotoactistico para amostra de mel puro de abelhas (A. Mellifera
Scutellata). Circulos abertos sdo dados experimentias e linha vermelha é um guia para os olhos.

A Figura 6.1 apresenta o espectro fotoacustico obtido para a amostra de mel puro.
Observa-se um comportamento espectral tipico de substancias que apresentam forte ab-
sor¢ao na regiao do ultravioleta e baixa absorcao no visivel. Destaca-se uma banda mais
intensa em torno de 270 nm, associada a absor¢ao de compostos aromaticos conjugados,
como &cidos fendlicos e flavonoides, constituintes naturais do mel [19, 80, 81, 82]. Esses
compostos contém cromdéforos aromaticos capazes de sofrer transicoes eletronicas do tipo

T — 7, 0 que resulta em absorcoes intensas na faixa de 250 a 280 nm [83]. O perfil
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observado por espectroscopia fotoactstica, portanto, mostra-se compativel com espectros
de absorgao registrados por outras técnicas na regiao do UV-Vis [80, 81].

Além da banda principal, observa-se outra elevagao do sinal para comprimentos de
onda menores que 250 nm, formando um ombro na curva espectral. Esse comportamento
é coerente com registros anteriores de espectros de méis na regiao do ultravioleta, nos
quais é comum a presenca de absorcoes secundérias abaixo de 250 nm. Tal elevagao
pode estar relacionada a presenca de compostos como glicose, frutose e fendis de menor
complexidade estrutural, também encontrados naturalmente no mel [80]. Nao foi possivel
realizar uma andlise dessa banda devido as limitagoes do experimento.

A partir de aproximadamente 290 nm, o sinal apresenta um decaimento continuo,
com reducao acentuada da intensidade até cerca de 400 nm. Nessa faixa, podem ocorrer
absor¢oes mais fracas atribuidas a aminodcidos aromaticos, como tirosina e triptofano.
Acima de 500 nm, o espectro se estabiliza em valores préximos de zero, o que reforca a
auséncia de croméforos relevantes na regiao do visivel [19, 80, 81, 82].

Com o intuito de investigar possiveis indicios de fotodegradagao ou fotooxidacao du-
rante as medigoes espectroscépicas, foram realizados experimentos comparativos utili-
zando dois sentidos de varredura espectral: crescente, de 230 nm a 600 nm, e decrescente,
de 600 nm a 230 nm. Para este estudo, foram selecionadas uma amostra de mel puro
(grupo 1) e trés amostras adulteradas com 30% de agucares (grupo 4). Sempre que
diferentes varreduras foram realizadas, as amostras foram substituidas, a fim de evitar
efeitos de degradacao ou fotooxidacao acumulativa no sinal obtido por espectroscopia
fotoactstica (PAS). Vale ressaltar que a escolha dessa concentragao visou manter um ni-
vel padronizado de adulteracao, previamente definido na metodologia experimental. A
comparagao entre os espectros obtidos nas duas diregoes de varredura permite avaliar se
a exposicao progressiva a radiagdo poderia provocar alteragdes no perfil espectral, como
indicios de fotodegradacgao ou reagoes de fotooxidagao, especialmente nas regioes de maior
absorcao no ultravioleta. Os resultados dessas medi¢oes estao apresentados na Figura 6.2,

que retne os espectros obtidos nas duas condi¢oes para as diferentes amostras analisadas.
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Figura 6.2: Espectros fotoactsticos obtidos para (a) mel puro, (b) mel + agtcar comercial,
(c) mel + frutose, e (d) mel + glicose, todos com 30% de solugao adulterante a 45%. Cada
amostra foi medida em duas condigoes: varredura espectral crescente (230 a 600 nm) e
decrescente (600 a 230 nm).

Durante a andlise comparativa entre as varreduras espectrais realizadas nas diregoes
crescente (230-600 nm) e decrescente (600-230 nm), foram observadas diferengas rele-
vantes nos espectros obtidos. Cada amostra apresentou uma ligeira variacao na andlise
quando foi comparada entre si. Mas, de uma maneira geral, todas as amostras apresen-
taram as mesmas diferencas relevantes nos espectros. Conforme mostrado na Figura 6.2,
os espectros apresentaram variagoes entre as duas condi¢oes de medida, sugerindo insta-
bilidade frente a exposicao luminosa durante a aquisicao. Quando a medida é iniciada no
UV, ha mudancas sutis na banda principal em torno de 270 nm. Sendo que, para todas
as amostras, essa banda torna-se ligeiramente mais estreita, com um perfil mais agudo.
Além disso, observa-se o surgimento de uma discreta alteragao em torno de 400 nm, per-
ceptivel apenas na varredura crescente. Essa estrutura, que pode ser descrita como um

ombro espectral, sugere uma possivel modificagdo do comportamento Optico-térmico da



CAPITULO 6. RESULTADOS E DISCUSSAO 60

amostra ao longo do processo de medi¢do. Como mencionado, esse ombro na regiao de
400 nm varia pouco de acordo com o adulterante, mas ndo ha um centro de banda bem
definido para que se possa fazer uma comparagao entre os adulterantes. Por fim, no res-
tante do espectro feito com comprimento de onda crescente, entre 450 a 600 nm, houve
um aumento do sinal fotoactuistico, que pode ser um aumento da absor¢ao do material ou
um aumento da pressao interna na célula fotoacustica.

Embora a andlise acima aponte para padrdes compativeis com processos de fotode-
gradagdo ou variagoes térmicas durante a aquisicao espectral, nao foi realizada uma in-
vestigacao especifica sobre os mecanismos responsaveis por essas alteragoes. O fato de
que os espectros diferem sistematicamente conforme a ordem da varredura compromete
a confiabilidade total dos dados obtidos. A natureza e a extensao das interagbes entre
a radiagao ultravioleta e os constituintes das amostras adulteradas ainda nao sao plena-
mente compreendidas, o que levanta duvidas quanto a reprodutibilidade dos resultados
em outras concentragdes ou com diferentes adulterantes.

No entanto, uma constatacao importante pode ser extraida: as bandas observadas
abaixo de 350 nm, especialmente em torno de 270 nm, sdo reais e recorrentes em todas
as amostras analisadas, independentemente da direcao da varredura. Diante das instabi-
lidades observadas, considerou-se que a abordagem mais confiavel para este conjunto de
amostras é iniciar a medicao a partir do visivel e seguir para o ultravioleta (varredura de-
crescente). Como os fendmenos observados nao foram completamente esclarecidos, optou-
se por nao estender a analise para diferentes concentragoes de adulteragao neste trabalho.
Ainda ha questoes fundamentais a serem respondidas para que os dados adquiridos sob
diferentes condigoes possam ser interpretados com seguranca e reprodutibilidade. Esse
comportamento observado e suas possiveis implicagoes espectroscdpicas e quimicas serao

objeto de investigacoes futuras, fora do escopo da presente dissertacao.

6.2 Espectroscopia Raman

A Figura 6.3 apresenta os espectros Raman obtidos para duas amostras distintas de

mel puro (P1 e P2), sendo possivel observar, apds corre¢ao de linha de base e aplicagao de
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suavizacao de ruido, um perfil espectral bem definido e caracteristico de carboidratos. A
andlise das bandas vibracionais foi realizada com base em diversos estudos na literatura

que abordam a espectroscopia Raman aplicada & caracterizagdo do mel [84, 85, 86, 87,

88].
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Figura 6.3: Espectros Raman das amostras de mel puro (P1 e P2). (a) Espectros brutos, sem
aplicagdo de qualquer pré-processamento; (b) Espectros ap6s corregiao de linha de base e
aplicagao de suavizagao de ruido (smooth). Os principais picos foram anotados com seus

respectivos deslocamentos Raman (cm™!).

A banda centrada em aproximadamente 1064 cm ™! é amplamente atribuida aos modos
de estiramento C-O e C-C de frutose e glicose, sendo reconhecida como a principal assi-
natura espectral desses agticares [85, 86, 89, 90]. A banda centrada em 1125 cm™! é recor-
rente nos espectros Raman do mel e reflete vibracgoes estruturais comuns aos carboidratos,
como ligagoes C-O e C-O-H. Estudos recentes apontam essa banda como caracteristica

da glicose [91], ou como vibracao esquelética genérica dos aguicares, sem especificidade

para um tnico monossacarideo [92]. Enquanto a banda centrada em 1264 cm™! é atri-

buida a modos de deformacao angular do grupo CHy e deformagao de C-O-H [85, 92].
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Essa atribuicao é amplamente corroborada na literatura, sendo relacionada a vibracoes
do tipo scissoring, twisting ou wagging do grupo metileno em carboidratos.

A banda observada em torno de 1459 cm™! ¢ atribuida a modos de deformacao angular
dos grupos C-H, incluindo §(CH), §(CH;) e §(C-O-H), presentes na estrutura da frutose.
Essa regiao também é caracteristica da glicose, sendo associada a deformagoes de ligacoes
C-H tipicas desses monossacarideos [85, 86, 92], enquanto a banda centrada em 979 cm™!
é amplamente reconhecida como caracteristica das vibragoes esqueléticas dos carboidra-
tos, sendo atribuida principalmente a modos de estiramento e deformacao envolvendo as
ligacoes C-C, C-0O, C-C-0 e, em alguns casos, C-C-C presentes nas moléculas de agu-
cares [92]. As bandas em 918 e 868 cm™!, por sua vez, correspondem a vibragoes de anel
e deformagoes C—O-H e C-H em estruturas furandsicas [88, 92]. A banda observada em
821 cm~! também ¢é caracteristica de vibragoes fora do plano de C-H e (CHy), indicativas
da presenga de carboidratos estruturados [85, 88, 93].

Na regido abaixo de 800 cm ™!, destacam-se as bandas em 706, 629, 594, 520 e 457 cm L.
Algumas dessas bandas sao menos intensas, mas igualmente importantes do ponto de vista
diagndstico. A banda em 706 cm™! pode ser atribuida ao estiramento da ligacio de C—O

1 ¢ atribuida a deformacoes de

e as vibragoes de flexdo O—C-0O, enquanto a de 629 cm™
anel em frutose [88, 93]. As bandas em 594 e 520 cm ™! refletem modos de deformagcao
esquelética C-C e C-C-O, e a banda em 457 cm ™! é atribuida a modos de deformacao co-
letiva envolvendo o esqueleto molecular e as distor¢oes dos anéis de hexose, como §(CCC),
d(CCO) e deformagoes do tipo ring deformation, tipicas de agucares ciclicos presentes no
mel [88, 92, 94].

Observa-se uma coeréncia dos perfis obtidos para as duas amostras de mel puro, com
todas as bandas principais bem definidas e compativeis com as atribuidas na literatura.
Além disso, os resultados obtidos corroboram a predominancia de actcares redutores na
matriz do mel, com espectros dominados por modos vibracionais tipicos da frutose e da
glicose.

A Figura 6.4 apresenta os espectros Raman normalizados de amostras de mel puro e

1

adulteradas na regiao de 1500 a 430 cm™". No caso, aqui sao apresentadas as amostras
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de mel adulterado com 30% de solucao, sendo as solugoes com 30% de aguicares.

1
a) Mel Puro

b) Mel adulterado com Sacarose

¢) Mel adulterado com Glicose

d) Mel adulterado com Frutose

Intensidade Normalizada (u.a.)

¢) Mel adulterado com Agucar Comercial
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Figura 6.4: Espectros Raman normalizados de amostras de mel puro e mel adulterado com
diferentes agucares. Os espectros correspondem a: (a) mel puro, (b) mel adulterado com
sacarose, (c) mel adulterado com glicose, (d) mel adulterado com frutose e (e) mel adulterado
com agucar comercial.

A analise dos espectros Raman das amostras de mel puro e adulterado revela um com-
portamento espectral bastante semelhante entre os grupos, independentemente do tipo
de acucar utilizado na adulteracao. Esse resultado era esperado, uma vez que a matriz
do mel é majoritariamente composta por carboidratos, principalmente monossacarideos
como frutose e glicose. A adulteracao, por sua vez, foi realizada com solugdes aguca-
radas que adicionam mais compostos da mesma natureza quimica. Assim, as bandas
vibracionais observadas permanecem essencialmente associadas aos modos tipicos desses
agucares, como estiramentos C—C, C-O e deformagoes CH, comuns em todos os espectros
analisados.

Adicionalmente, nao se pode atribuir diferencas significativas entre os espectros com
base apenas em variagoes de intensidade, pois a espectroscopia Raman, especialmente em
modo micro-Raman, é altamente sensivel a fatores instrumentais e de amostragem, como:

dimensao focal do laser, topografia da superficie, alinhamento 6ptico, concentracao local
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e condigoes de aquisicao. Portanto, a intensidade absoluta dos picos nao constitui um
parametro confiavel para distingdo entre amostras nesse contexto.

Dada essa limitacao, a analise direta dos espectros mostra-se insuficiente para dis-
criminar amostras puras das adulteradas, especialmente quando a adulteragao é sutil ou
simulada de forma realista. Por essa razao, torna-se necessaria a aplicacao de métodos es-
tatisticos multivariados, como a Andlise de Componentes Principais (PCA), que permite
investigar padroes latentes e rela¢oes entre miltiplas variaveis espectrais simultaneamente.
Esses métodos sao particularmente tteis quando se busca evidenciar variagoes sistemati-
cas nao perceptiveis a olho nu, auxiliando na triagem e caracterizacao de amostras com

diferentes niveis ou tipos de adulteracao.

6.2.1 PCA aplicada aos espectros Raman

A Anélise de Componentes Principais (PCA) foi aplicada aos espectros Raman das
amostras de mel puro e adulterado com diferentes tipos de agucares, com o objetivo de
investigar a presenca de padroes latentes capazes de diferenciar os grupos de amostras.

1 correspondente as prin-

A analise foi realizada na faixa espectral de 430 a 1500 cm™
cipais bandas vibracionais dos carboidratos presentes no mel. Todos os espectros foram
previamente normalizados pela norma (normalizagao vetor), suavizados por meio de um
filtro de alisamento e centrados na média, a fim de reduzir ruidos e eliminar variagoes nao
estruturais sem comprometer a integridade dos sinais espectrais. A PCA foi implemen-
tada utilizando a linguagem de programacao Python, amplamente empregada em analises
estatisticas multivariadas e processamento de dados espectroscépicos. Os score plots re-

sultantes das combinagoes PC1 x PC2 e PC1 x PC3 sdo apresentados nas Figuras 6.5.a

e b, respectivamente.
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Figura 6.5: Score plots da PCA aplicados aos espectros Raman das amostras de mel puro e
adulterado com diferentes tipos de agtcares. (a) Projecdo das amostras nos componentes
principais PC1 e PC2. (b) Proje¢ao nos componentes PC1 e PC3.

O score plot da Figura 6.5.a mostra a projecao das amostras nas duas primeiras com-
ponentes principais, que juntas explicam aproximadamente 87,9% da variancia total dos
dados (PC1 = 70,2%, PC2 = 17,7%). Ja o score plot da Figura 6.5.b apresenta a proje-
¢ao nos componentes PC1 e PC3, os quais somam 75,0% da varincia explicada (PC3 =
4,8%).

Em ambas as projegoes, observa-se uma distribuicao bastante sobreposta das amostras
de mel puro com aquelas adulteradas, independentemente do tipo de agucar adicionado
(sacarose, glicose, frutose ou agucar comercial). As amostras de mel puro nao formam
um agrupamento isolado, mas aparecem dispersas entre amostras adulteradas. Tal com-
portamento sugere que os principais eixos de variancia capturados pela PCA nao estao
diretamente associados ao fator de adulteracgao.

Entre os grupos adulterados, a frutose apresenta maior dispersao ao longo do eixo

PC2, indicando uma leve tendéncia a diferenciacao, embora sem formacao de um agrupa-
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mento claramente definido. No grafico PC1 x PC3, ha uma redistribuicao de parte das
amostras, mas a sobreposicao entre os grupos persiste, particularmente entre o mel puro
e as amostras adulteradas com glicose, sacarose e agiicar comercial.

Diversas estratégias foram testadas na tentativa de melhorar a discriminacao entre
os grupos, incluindo a restricio da analise a diferentes faixas espectrais. A regiao de
430 a 1500 cm™! foi escolhida como a mais informativa, por concentrar as bandas vi-
bracionais mais caracteristicas dos carboidratos. Ainda assim, outras regides também
foram avaliadas e descartadas por nao contribuirem com variancia significativa ou por
introduzirem ruido. Além disso, foram testadas transformagoes matematicas classicas em
pré-processamento, como a aplicacao da 1% e 22 derivadas de Savitzky—Golay, mas tais
abordagens tampouco resultaram em separagoes satisfatorias.

Este resultado pode ser compreendido a partir de diferentes fatores inter-relacionados:

o Composicdo quimica semelhante entre amostras: a matriz do mel é natural-
mente rica em carboidratos, especialmente os monossacarideos frutose e glicose. Os
adulterantes utilizados sao esses mesmos aguicares ou derivados (como a sacarose),
apenas em maior concentracado. Assim, os espectros Raman de amostras puras e
adulteradas sdo dominados pelas mesmas bandas vibracionais, principalmente esti-

ramentos C-C, C-O e deformacoes C-H, o que dificulta a diferenciacao espectral;

e Diluicao do efeito da adulteracao na variancia global: como a PCA ¢é uma
técnica nao supervisionada, as diregoes de méxima variancia nao consideram as clas-
ses das amostras. Se a adulteragdo nao introduz variacoes suficientemente distintas
no perfil espectral, ou se essas variagoes forem sutis em relagao a variabilidade na-
tural das amostras, a PCA tende a organizar os dados segundo outras fontes de

variacao (ruido, variagao instrumental, topografia da amostra etc.);

o Sutileza e realismo da adulteracao simulada: as amostras adulteradas foram
preparadas com o objetivo de simular cenarios reais de fraude, com adi¢ao de solu-
¢oes diluidas de actcares em concentragoes moderadas. Isso faz com que o impacto

espectral da adulteracao seja leve, reforcando componentes ja presentes no mel e nao
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introduzindo novas assinaturas vibracionais caracteristicas que possam ser captadas

pelas componentes principais;

« Variacgao espectral interna entre réplicas: pequenas variagoes na topografia
da amostra, alinhamento do laser, foco ou concentragao local de sélidos podem
interferir na intensidade dos espectros Raman em microescala. Esses fatores, mesmo
com o uso de pré-processamentos (como normalizagdo e alisamento suave), ainda
contribuem para uma dispersao que se sobrepoe ao efeito da adulteragao, tornando

a separacao mais dificil.

Diante desses fatores, conclui-se que a PCA| embora titil como ferramenta exploratoria
para avaliacdo da consisténcia e da estrutura geral dos dados espectrais, nao se mostrou
eficaz para fins discriminatérios neste conjunto de espectros Raman de amostras de mel
adulterado. Nem o ajuste da faixa espectral nem a aplicacao de pré-processamentos
avancados foram suficientes para promover a separacao clara entre os grupos.

E importante destacar, no entanto, que esse resultado negativo nao invalida o uso
da PCA em espectroscopia como um todo. Pelo contrario, este caso especifico reforca a
necessidade de considerar a natureza fisico-quimica da amostra e as limitacoes da técnica
espectral utilizada. A PCA pode ser inadequada para esse conjunto de dados Raman
especifico, mas podera apresentar melhor desempenho com espectros obtidos por outras
técnicas espectroscopicas — como FTIR, o qual serd analisada na secao seguinte. Ainda, a
eficicia da PCA pode variar dependendo da origem das amostras, do grau de adulteracao
e da complexidade da matriz. Portanto, nao se deve generalizar a inadequagao do método
a todos os estudos de adulteracdo em mel, mas sim reconhecé-la como uma limitacao

contextualizada a este caso experimental.

6.3 Espectroscopia FTIR em modo ATR

Nesta secao, sao apresentados e discutidos os resultados obtidos por espectroscopia
no infravermelho com transformada de Fourier, utilizando o acessério de reflexdo total

atenuada (FTIR-ATR).
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A Figura 6.6 apresenta espectros de FTIR-ATR obtidos para as amostras de méis pu-
ros da abelha Apis mellifera scutellata, registrados na faixa de 4000 a 400 cm~!. O perfil
espectral obtido esta de acordo com estudos anteriores sobre a composicao do mel por es-
pectroscopia no infravermelho, exibindo bandas de absor¢ao caracteristicas dos principais
grupos funcionais presentes, especialmente associados aos carboidratos, dgua e pequenas

fragoes de compostos organicos funcionais [17, 62, 95, 96, 97, 98].
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Figura 6.6: Espectros de FTIR-ATR de 02 amostras estudadas de mel de abelha (A.
Mellifera Scutellata) na regido de 4000 a 400 cm ™.

1 corresponde ao estiramento (stret-

A banda mais intensa, centrada em 3276 cm™
ching) da ligagdo O-H, atribuida & presenga de dgua na amostra [17, 95, 97]. A largura
desta banda esta associada a existéncia de ligagoes de hidrogénio intramoleculares e in-
termoleculares, o que é comum em amostras com alto teor de umidade, como o mel [62,
99, 100].

Em 2941 cm™!, observa-se uma banda de intensidade moderada atribuida ao estira-
mento assimétrico das ligagoes C—H presentes nos grupos metilicos (~CHjz) e metilénicos
(-CHy-), comuns na estrutura de carboidratos como glicose e frutose. Embora essa re-

gidao espectral seja menos intensa que a faixa de estiramento O-H, sua presenca reforca a

contribuicao de cadeias alquila saturadas a composicao organica do mel. Essas vibracoes
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1 com bandas caracteristicas em torno

C—H ocorrem tipicamente entre 2960 e 2850 cm™
de 2962 e 2926 cm ™! [17, 62, 96, 97].

A banda em 1642 cm™! é atribuida predominantemente a vibragao de flexdo angular
(modo §) da molécula de dgua (H-O-H), e é amplamente reconhecida como um marcador
indireto do teor de umidade em matrizes aquosas como o mel [101, 102, 103, 104]. Embora
a regiao proxima possa, em algumas matrizes, apresentar sobreposi¢ao com estiramentos
C=0 de grupos carbonilicos conjugados ou amidas, no caso do mel, as bandas de carbo-
nilas de carboidratos, como frutose e glicose, sao observadas geralmente em faixas mais
elevadas, proximas de 1740 cm™! [62, 101]. A regidao espectral compreendida entre 1500
e 800 cm™! é caracterizada por modos vibracionais complexos e intensos associados a
estrutura dos carboidratos, incluindo monossacarideos (glicose e frutose) e dissacarideos
(sacarose), os quais constituem a maior parte da composi¢do quimica do mel [102, 103].
Especificamente, a faixa entre 1419 e 1338 cm ™! apresenta bandas atribuidas as vibracoes
de deformacao angular (9) das ligagoes C—H (modo scissoring) e as vibragoes de flexao
das ligagoes O-H em grupos hidroxila [17, 101, 103]. Essas absorgoes estao associadas as
estruturas funcionais C—C—H e C-OH, caracteristicas dos agticares predominantes no mel.
Além disso, faixas situadas entre 1340 e 1264 cm~! também sdo atribuidas a modos de
deformacao de grupos O-CH e C-C-H, bem como & §(O-H) em grupos C-OH [101]. Por
fim, os modos de estiramento das ligacoes C-O sao mais pronunciados nas regices de 1250
a 1000 cm ™!, e contribuem significativamente para a caracterizacao da fracio sacaridica
do mel [62, 101].

A banda em 1251 ecm™!, frequentemente observada nos espectros de mel, é atribuida
a vibragoes de deformagao angular (bending) das ligagoes O-C-H e C-C—H, tipicas das
cadeias de carboidratos [17, 103]. Embora essa regiao seja, por vezes, associada ao estira-
mento de ligagoes C-O, estudos mais recentes indicam que a principal contribui¢cdo nessa
faixa provém de modos de flexao envolvendo os esqueletos moleculares dos actcares.

As bandas localizadas em 1147 e 1026 cm ™! sdo atribuidas ao estiramento das ligagoes
C-0, com forte influéncia das vibragoes nas ligagoes C-O—C [101, 103]. Essas regices sao

tipicas dos monossacarideos redutores, como a glicose e a frutose, os principais constituin-
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tes do mel. A banda em 1026 cm ™!, em particular, destaca-se por sua elevada intensidade
e definicao, sendo amplamente reconhecida como uma das mais representativas da regiao
de “impressao digital” (fingerprint) dos carboidratos [101].

1 atribuidas as vi-

Por fim, observa-se um conjunto de bandas entre 912 e 778 cm™
bragoes de deformagao fora do plano (wagging e twisting) das ligagoes C—H, associadas
as estruturas dos monossacarideos. Essa regiao, conhecida como regiao anomérica dos
carboidratos, apresenta elevada sensibilidade estrutural, sendo particularmente ttil em
analises quimiométricas voltadas a diferenciagdo de amostras de mel com base em sua
conformagcao molecular [17, 101, 103].

Apo6s a identificacao e atribuicdo das principais bandas vibracionais presentes no es-
pectro do mel puro, procede-se a comparagdo com os espectros obtidos para amostras
adulteradas. Essa etapa tem como objetivo avaliar as alteragoes espectrais provocadas
pela adicao de diferentes adulterantes, em distintas concentragoes, e verificar se ha mudan-
cas detectaveis nos modos vibracionais caracteristicos. Para garantir a comparabilidade
entre os espectros, todos os dados foram previamente submetidos a uma correcao sutil da
linha de base e normalizados pela norma Euclidiana (l5). Essa abordagem consiste em
ajustar o vetor de intensidades de cada espectro para que sua magnitude total seja igual a
1, preservando as proporgoes relativas entre as bandas. A normalizacao pela norma é uma
estratégia amplamente empregada em estudos de analise espectral e quimiometria para
controle de escala e comparabilidade entre amostras [74]. Com isso, minimiza-se o efeito
de variacoes experimentais, como diferencas na quantidade de amostra ou no contato com
o cristal ATR, permitindo uma anélise mais confiavel das alteracoes espectrais induzidas
pelos adulterantes. Para esta etapa, sera utilizado o conjunto de amostras do grupo 4.

A Figura 6.8b apresenta espectros FTIR-ATR das amostras de mel puro e das adul-
teradas com diferentes tipos de aglcares (agiicar comercial, glicose, frutose e sacarose)
revelou variacoes ao longo de toda a faixa espectral, com maior sensibilidade entre 1700
e 900 cm™!. Na regido de 3600 a 3000 cm~!, a banda larga atribuida ao estiramento
das ligagoes O—H apresentou um perfil semelhante entre todas as amostras, indicando

que essa regiao nao é eficaz para diferenciar amostras adulteradas. A faixa de 2941 a
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2850 cm™!, referente ao estiramento de C-H, mostrou alteracoes sutis na intensidade,

mais perceptiveis com frutose.
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Figura 6.7: Espectros de FTTR-ATR de mel puro e amostras adulteradas na regiao de 3750 a
430 cm 1.

A banda em 1642 cm ™!, normalmente atribuida & vibragdao angular da dgua (H-O-H),
apresentou um aumento claro de intensidade com o aumento da porcentagem de adulte-
rante, podendo indicar maior presenca de agua livre proveniente das solu¢oes adulterantes.
A regido de 1500 a 1200 cm™!, associada a modos de deformacao de C—H e estiramentos
de C-0O, mostrou variagoes discretas, mas consistentes, nas amostras com maior teor de
sacarose.

A regido entre 1200 e 900 cm™! foi a mais sensivel a presenca de adulterantes. A
banda em 1026 cm ™!, atribuida aos estiramentos das ligacoes C-O e C-O-C dos carboi-
dratos, apresentou reducao de intensidade, especialmente nas amostras adulteradas com
30% de solucao, acompanhada por alteracdes nas bandas em 1147 e 1251 cm™!. Essas mu-
dancas indicam modificacoes na composicao sacaridica da matriz. Abaixo de 900 cm™!,

observaram-se variagoes sutis nas vibragoes fora do plano das ligacoes C—H. Apesar dessas

diferencas, nenhuma nova banda surgiu, nem houve desaparecimento de picos, mantendo-



CAPITULO 6. RESULTADOS E DISCUSSAO 72

se o padrao espectral geral entre as amostras — o que era esperado, considerando que
tanto o mel quanto os adulterantes sao compostos predominantemente por carboidratos.

Com o objetivo de avaliar a influéncia da concentracao da solucao adulterante sobre os
espectros FTIR-ATR, bem como o comportamento espectral de cada tipo de aguicar, foram
comparadas amostras de mel adulterado, todas contendo 30% de adulterante (solugoes
de agticar comercial, frutose, glicose e sacarose). Esses adulterantes foram preparados
a partir de solugoes aquosas com 15% (Grupo 2) e 45% (Grupo 4) de concentragao de
acucares. Essa abordagem permite isolar a variavel “concentracao da solu¢ao”, mantendo

constante a propor¢ao massica final de adulteracao.
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Figura 6.8: Espectros de absor¢do normalizados de amostras de mel adulterado com 30% de

diferentes tipos de carboidratos, obtidos a partir de solugdes aquosas com 15% (a) e 45% (b)

de acticar. A faixa espectral considerada vai de 1750 a 500 cm ™!,

As Figuras 6.8a e 6.8b apresentam os espectros de absor¢ao normalizada obtidos para
as amostras adulteradas com 30% de cada tipo de carboidrato, utilizando solucoes aquosas
a 15% (a) e 45% (b), na faixa espectral de 1750 a 500 cm~'. A regiao acima de 3000 cm™*
foi excluida desta analise, uma vez que nao apresentou variagoes significativas entre as
amostras e nao contribuiu de forma relevante para a diferenciacdo espectral.

Na banda em 1642 cm™!, observa-se maior intensidade para as amostras adulteradas
na Figura 6.8a, o que é coerente com a maior propor¢ao de agua presente nas solugoes
com 15% de acticar. Na regiao de 1200 a 900 cm™!, nota-se uma reducio significativa
na intensidade das bandas em relacao ao mel puro, especialmente no grafico 6.8a, onde

a solugao é menos concentrada em acucar. Essa diferenca também se estende a regiao
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abaixo de 900 cm ™!, onde se observam alteracdes mais evidentes nas amostras do grafico
(a).

Em relacao aos tipos de adulterantes, a maioria dos agicares apresentou compor-
tamento espectral semelhante. No entanto, a frutose demonstrou um padrao distinto

1

na regiao de 1200 a 900 cm™1. 1

Especificamente, a banda em 1026 cm™, atribuida aos
estiramentos C-O e C-O-C dos carboidratos, exibe um ombro lateral que se torna signi-
ficativamente mais pronunciado nas amostras adulteradas com frutose, atingindo intensi-
dade proxima ao pico principal. Esse comportamento nao foi observado com os demais
adulterantes, sugerindo uma contribuicao estrutural especifica da frutose sobre a matriz
espectral do mel adulterado.

A banda centrada em aproximadamente 1642 cm™!

, comumente atribuida a vibracao
angular de flexdo da molécula de 4gua (modo v, do H-O-H), tem sido objeto de discussao
na literatura quanto a sua origem e especificidade em matrizes complexas como o mel. Em
um estudo sobre a autenticacao de méis por espectroscopia FTIR-ATR, a regiao entre 1600
e 1700 cm™! foi atribuida nao apenas & dgua, mas também ao estiramento da carbonila
(C=0), supostamente relacionado a carboidratos, além de bandas Amida I associadas a
proteinas [103]. Outros estudos reforcam a possivel contribuigao de proteinas para essa
regiao, especialmente por meio da vibracio Amida I em torno de 1650 cm™! [105], bem
como de acidos fendlicos e flavonoides, cujas ligagoes C=0 e C=C conjugadas podem
apresentar absor¢ao nessa faixa [100].

Apesar das interpretacoes alternativas, a literatura especializada reconhece que a ab-

1 ¢ dominada pela presenca de dgua livre ou fracamente

sorcao entre 1640 e 1650 cm™
ligada. Estudos com filmes de metilcelulose demonstraram que a banda de flexdao da agua
( 1640 cm™!) aumenta proporcionalmente com o teor de umidade da amostra (de 2,1% a
20,85%) e se desloca de 1644 para 1649 cm™!, evidenciando diferentes estados de interacio
da dgua com a matriz sélida da amostra [106]. Assim, embora contribuigoes adicionais
nao possam ser descartadas em sistemas complexos, a atribuicdo da banda em 1642 cm™!

a agua permanece a mais sélida e recorrente.

Com base nessas consideragoes e com o intuito de investigar de forma mais direta
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a natureza espectral da banda em 1642 cm™!, foi conduzido um experimento utilizando
uma amostra composta por 50% de mel puro e 50% de dgua destilada. As medi¢oes foram
realizadas por espectroscopia FTIR-ATR ao longo de 5 horas, com aquisi¢goes repetidas
em intervalos regulares. O objetivo foi monitorar a evolucao da intensidade dessa banda
ao longo do tempo, considerando que a amostra, submetida a irradiagoes sucessivas no
cristal ATR, estaria sujeita a evaporacao gradual da agua. A partir dos resultados obtidos,
buscou-se avaliar de forma critica a influéncia da agua livre nessa regiao espectral e, com
base nisso, fundamentar a decisdo sobre a inclusdo ou exclusdao da banda de 1642 cm™!
nas etapas de analise quimiométrica subsequente.

A Figura 6.9 apresenta a evolucao espectral da amostra composta por 50% de mel
puro e 50% de dgua destilada ao longo de 5 horas. Como esperado, a banda em torno
de 1642 cm™!, associada a vibracdo angular da dgua (H-O-H), foi a mais sensivel as
alteragoes provocadas pela evaporagao. Essa absorcao apresentou intensidade maxima
nas medigoes iniciais (0 e 1 hora) e sofreu uma reducao acentuada a partir da segunda
hora, igualando-se a intensidade observada no mel puro e, posteriormente, tornando-se

ainda menos intensa na medi¢ao de 5 horas. Esse comportamento reforca que a banda

esta fortemente relacionada a presenca de agua livre, e ndo a agtcares dissolvidos.
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Figura 6.9: Evolucao dos espectros FTIR-ATR de uma amostra composta por 50% de mel
puro e 50% de dgua destilada ao longo de 5 horas.

Além disso, outras regides espectrais também foram afetadas pelo teor hidrico. Na
faixa de 1200 a 900 cm ™!, onde se localizam os estiramentos C-O e C-O-C dos carboi-
dratos, as bandas estavam enfraquecidas nas primeiras medi¢oes e foram intensificando-se
progressivamente com a secagem. Destaca-se a banda em 1026 cm ™!, tipica dos acticares,
que nao apenas se recuperou ao longo do tempo, mas atingiu uma intensidade superior
a observada no mel puro apés 5 horas de irradiacao. Tal evidéncia sugere que a agua
interfere na resposta espectral desses grupos, possivelmente por mascaramento éptico e
redistribuicao superficial da amostra no cristal ATR.

Abaixo de 900 cm ™!, as vibracoes fora do plano de C-H estavam praticamente supri-
midas nas primeiras medigoes e tornaram-se visiveis com o passar das horas, seguindo o
padrao de reaparecimento das bandas de carboidratos. J4 na faixa de 3000 a 2800 cm ™!,
associada aos estiramentos C—H alifaticos, observou-se um aumento progressivo da inten-
sidade, coerente com o processo de evaporagao da agua.

O comportamento espectral global demonstra que o excesso de agua afeta nao apenas

1

a intensidade da banda em 1642 cm ™, mas também compromete a definicdo de outras re-
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gides criticas para a caracterizagao dos agucares. Tais observacgoes reforcam a necessidade
de uma avaliacao criteriosa sobre a inclusao dessa faixa espectral em andlises multivaria-
das.

L esta dire-

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que a banda em 1642 cm™
tamente relacionada ao contetido de agua livre na amostra, apresentando variagdes que
independem da concentracao de carboidratos. Sua intensidade aumentou substancial-
mente com a adi¢cdo de agua e decaiu com a secagem, tornando-se inferior a do mel puro
ao final do experimento. Tais evidéncias indicam que essa regiao reflete majoritariamente
a umidade da amostra, e nao a presenca de adulterantes sacaridicos.

Adicionalmente, o experimento demonstrou a estabilidade espectral da técnica de
FTIR-ATR frente a exposicao prolongada da amostra a radiagao infravermelha. Alte-
ragoes significativas s6 foram observadas apds aproximadamente duas horas de exposigao,
enquanto as aquisi¢oes rotineiras sao realizadas em segundos. Isso confirma que, além de
nao destrutiva, a técnica é espectralmente estavel no curto prazo, assegurando a reprodu-
tibilidade dos dados obtidos.

Dessa forma, para evitar a introducao de variabilidade associada exclusivamente ao
teor de 4gua, optou-se por excluir a regido em torno de 1642 cm~! das analises quimio-
métricas subsequentes. Essa decisao visa garantir que os modelos estatisticos construidos

estejam focados na detecgao de adulteragoes por agiicares e nao em flutuacoes de umidade,

que poderiam mascarar ou distorcer os agrupamentos e as interpretacoes dos dados.

6.3.1 PCA aplicada aos espectros de FTIR-ATR

A PCA foi aplicada aos espectros FTIR-ATR das amostras de mel puro e adulterado,
abrangendo todos os grupos experimentais considerados neste estudo. O objetivo da
aplicagdo da PCA ¢ verificar a possibilidade de discriminagao entre as amostras com base
nas alteragoes espectrais provocadas pelos diferentes tipos e concentragoes de adulterantes,
por meio da redugao da dimensionalidade dos dados espectrais.

Antes da aplicacao da PCA, os espectros foram submetidos a um conjunto de etapas

de pré-processamento, visando a padronizagao e a eliminac¢ao de variagoes nao estruturais.



CAPITULO 6. RESULTADOS E DISCUSSAO 77

Inicialmente, foi realizada uma correcao sutil da linha de base, seguida da normalizagao
dos dados pela norma Euclidiana (l3), que permite ajustar os vetores espectrais para a
mesma magnitude, preservando as proporgoes relativas entre as bandas. Em seguida, os
dados foram centrados na média. Todas as etapas de pré-processamento e a aplicacao
da PCA foram realizadas utilizando a linguagem de programacao Python, amplamente
utilizada em analises estatisticas multivariadas e visualizagao de dados espectroscépicos.

! escolhida

A regiao espectral analisada corresponde ao intervalo de 1500 a 500 cm™
por concentrar as bandas vibracionais mais caracteristicas dos carboidratos presentes no
mel e nos adulterantes. Como o grupo de mel puro foi composto por apenas duas amostras
distintas, optou-se por incluir duas medig¢oes de cada uma dessas amostras no conjunto
de dados. Essa decisao visa equilibrar a base amostral e evitar a sub-representacao do
grupo de referéncia, sem introduzir replicagoes artificiais.

Com a matriz de dados espectrais pré-processada, a PCA foi aplicada para explorar
a variancia entre as amostras e investigar a possibilidade de agrupamentos relacionados
ao tipo de adulterante. A seguir, sdo apresentados os score plots e as cargas principais,
com suas respectivas interpretacoes.

A Figura 6.10 apresenta os score plots separados por concentragao da solucao adulte-
rante: (a) 15%, (b) 30% e (c) 45%. Em cada painel, as amostras sao distribuidas no plano
formado pelas duas primeiras componentes principais (PC1 e PC2), que juntas explicam:
98,5% da variancia total em (a), 95,8% em (b) e 89,3% em (c). Esses valores indicam

que a maior parte da informacao contida nos dados espectrais esta representada nas duas

primeiras componentes em todos os casos.
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Figura 6.10: Score plots obtidos por PCA aplicada aos espectros FTIR-ATR, considerando a
faixa espectral de 1500 a 500 cm ™!, com exclusio da banda em 1642 cm~!. Os simbolos
correspondem as amostras adulteradas com solugoes aquosas contendo (a) 15%, (b) 30% e (c)
45% de agtcar.

Na Figura 6.10.a, referente as amostras adulteradas com solucao a 15%, observa-se uma
separagao ainda sutil entre o mel puro e os grupos adulterados. Algumas sobreposicoes
sao visiveis, principalmente entre as amostras com 10% de ag¢ucar comercial, glicose e
sacarose. A frutose, no entanto, comega a se distanciar tanto do mel puro quanto das
demais amostras adulteradas, indicando impacto espectral, mesmo em baixa concentracao.
A PC1 explica 96,9% da variancia, enquanto a PC2 contribui com apenas 1,6%. A baixa
representatividade da PC2 limita sua utilidade para uma segunda dimensao de separacao,
e pode indicar que ha pouca variabilidade relevante capturada fora da PC1. Teoricamente,
quando a PC2 contribui com um valor tao pequeno, a distribuicao entre grupos no eixo
vertical deve ser interpretada com cautela, pois pode refletir ruido ou pequenas flutuagoes
nao estruturais.

As amostras de mel puro (0%) se encontram fortemente agrupadas a esquerda da

PC1, demonstrando alta reprodutibilidade e uniformidade espectral. A frutose apresen-
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tou afastamento ao longo da PC1, com separacao clara e progressiva a medida que a
concentracao aumentou de 10% para 30%, evidenciando sua forte influéncia nas altera-
¢oes espectrais do mel adulterado. Acgutcar comercial e glicose exibiram comportamento
semelhante, com separagoes moderadas e posicionamento préximo entre si. J4 a saca-
rose teve comportamento intermediario: embora proxima de glicose e agiicar comercial
nas menores concentragoes, seu ponto de 30% aparece mais afastado, sinalizando maior
impacto espectral quando mais concentrada.

Comparando os grupos, o uso da solucao a 15% permitiu certa diferenciacao entre os
tipos de adulteracdo, embora com sobreposicdao entre algumas amostras. Ainda assim,
a clara distingdo do mel puro e a boa explicagao da variancia pela PC1 indicam que o
método ja é sensivel mesmo em concentracoes mais diluidas.

Na Figura 6.10.b, correspondente as amostras adulteradas com solucao a 30%, observa-
se uma separacao mais evidente entre os grupos. A PC1 explica 89,7% da variancia, e a
PC2 contribui com 6,1%, aumentando sua relevincia analitica. O mel puro permanece
bem agrupado no canto inferior esquerdo, com alta consisténcia interna, servindo como
referéncia confiavel.

A frutose continua sendo o adulterante com maior afastamento, com distribuicao li-
near crescente ao longo da PC1 e variacdo também na PC2, sugerindo influéncia em
diferentes aspectos espectrais. A glicose mostra comportamento regular, com progressao
clara ao longo da PC1. Acucar comercial exibe separacao semelhante, mas com ligeira
variagao vertical. A sacarose apresenta maior dispersao, especialmente ao longo da PC2,
com o ponto de 30% bastante afastado, indicando impacto espectral crescente em altas
concentracgoes.

O score plot (b) demonstra uma maior capacidade discriminante do que o score plot
(a), com separagoes bem definidas e auséncia de sobreposicao significativa. O aumento da
contribuicao da PC2 também reforca a confiabilidade na andlise bidimensional, tornando
este grupo ideal para a modelagem e interpretacao espectral de adulteragoes sacaridicas.

Na Figura 6.10.c, referente as amostras adulteradas com solucao a 45%, observa-se o

cendrio de separacao mais nitido entre os grupos. A PC1 representa 68,7% da variancia
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e a PC2 contribui com 20,6%, indicando que ambas as componentes trazem informagcoes
complementares relevantes para a distingao entre as amostras.

O mel puro aparece agrupado a direita do grafico, com excelente reprodutibilidade
entre as réplicas. As amostras adulteradas se distribuem ao longo de todo o grafico, com
separacoes bem marcadas.

A frutose novamente apresenta o maior afastamento, concentrando-se na regiao supe-
rior esquerda, com separacao clara e consistente ao longo das duas componentes principais.
O padrao de distanciamento da frutose mostra forte impacto espectral e estabilidade in-
terna, consolidando-a como o adulterante com maior potencial discriminante.

A sacarose, por sua vez, ocupa a porcao inferior esquerda do gréafico, indicando um
comportamento espectral bastante distinto, tanto em relagdo ao mel quanto aos demais
acucares. Essa caracteristica pode estar associada a sua estrutura dissacaridica e a res-
posta diferencial na matriz do mel.

Glicose e aguicar comercial apresentam um posicionamento mais préximo entre si, mas
ainda assim claramente separados do mel puro. As amostras de 30% para ambos os
adulterantes se destacam com maior afastamento na PC1, reforcando que a concentragao
elevada intensifica os efeitos espectrais.

O score plot (c) evidencia que, com 45% de agtlicar na solucao adulterante, o PCA é
altamente eficaz na separacao dos grupos, sendo possivel discriminar nao apenas as amos-
tras adulteradas das puras, mas também entre os diferentes tipos de agicares. O aumento
da contribuicao da PC2 é um indicativo de que, neste caso, ha maior complexidade nas
variagoes espectrais entre os grupos, tornando a andlise bidimensional ainda mais robusta
e confiavel.

Cabe destacar que a mudanca na posigao relativa do grupo de mel puro entre os score
plots (a)—(c) é um comportamento esperado em andlises exploratérias de PCA. Isso ocorre
porque a orientagao dos eixos principais (PC1 e PC2) depende diretamente da variancia
total do conjunto de dados utilizado em cada andalise. Como os dados foram separados por
grupo experimental (solugdes a 15%, 30% e 45%), cada execucao da PCA gerou uma nova,

base de autovetores, recalculada conforme a estrutura de varidncia local. Além disso,
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o sinal dos autovalores e autovetores nao é fixo, podendo ser invertido sem prejuizo a
interpretacao estatistica, o que permite que uma mesma amostra apareca a esquerda em
uma analise e a direita em outra. O mais importante, portanto, nao é a posicao absoluta
das amostras no grafico, mas sim a sua consisténcia interna e o padrao de separagao
relativo entre os grupos, especialmente entre o mel puro e os adulterados.

Para compreender os padroes de dispersao observados no score plot (¢) (Figura 6.10.c),
¢ necessario analisar os graficos dos pesos (loading plots), que indicam a contribuigao
efetiva de cada variavel espectral para a formacao das componentes principais. Dessa
forma, a Figura 6.11 apresenta os pesos correspondentes as componentes PC1 e PC2,
permitindo identificar as regides espectrais que mais influenciaram na separacao entre as
amostras de mel puro e adulterado observada na PCA. Optou-se por realizar a analise dos
loadings exclusivamente para o Grupo 4 (amostras com 45% de concentragao de agucar
na solucdo adulterante), uma vez que este grupo apresentou o melhor desempenho nos
score plots, com clara distingcao entre os diferentes tipos de adulteracao e o mel puro.
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Figura 6.11: Loading plots das duas primeiras componentes principais (PC1 e PC2) para o
Grupo 4.

A PC1, responséavel por 68,7% da varidncia total dos dados, apresenta um perfil de

1

contribuicao altamente concentrado na regiao entre 1100 e 950 cm ™", com um pico de carga

positiva acentuado em torno de 1026 cm~'. Essa banda é amplamente atribuida aos modos
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de estiramento C-O e C-O-C dos carboidratos, constituindo uma assinatura espectral
caracteristica do mel e dos adulterantes agucarados. A forte carga positiva nessa regiao
indica que o aumento da intensidade dessas bandas estd positivamente correlacionado
com o eixo da PC1, contribuindo de forma determinante para a separagao observada
entre amostras adulteradas e o mel puro nos score plots.

Além dessa regiao dominante, a PC1 também apresenta contribui¢oes negativas signi-
ficativas, especialmente entre 950 e 500 cm~!. Essa faixa compreende bandas relacionadas
a deformacoes fora do plano de C—H. As cargas negativas indicam que essas bandas variam
de forma inversa aquelas mais intensas da regidao de 1026 cm~!. Ou seja, amostras com
maiores intensidades entre 1100 e 950 cm ™! tendem a ter menor intensidade relativa entre
950 e 500 cm™!, e vice-versa, sugerindo que h4d uma relacdo estatistica de compensacao
entre essas regioes espectrais.

Ja a PC2, que explica 20,6% da varidncia, apresenta perfil mais distribuido e menos
concentrado em uma tnica banda. Observa-se alternancia de cargas positivas e negativas
ao longo do espectro, com destaques para regides em torno de 1147 cm™!, 1026 cm™! (mas
com sinal oposto ao da PC1), 870 cm™! e abaixo de 700 cm~'. A banda em 870 cm™!
pode ser atribuida a vibracoes fora do plano de C—H em estruturas de anéis. A alternancia
entre sinais positivos e negativos indica que a PC2 descreve variacbes complementares as
da PC1 — enquanto determinadas bandas aumentam em intensidade em certos grupos
de amostras, outras diminuem, refletindo uma diferenciacdo mais refinada entre os tipos
de adulterantes.

Na teoria da PCA, os loadings correspondem aos coeficientes de correlagdo entre cada
variavel original (nimero de onda) e as componentes principais. Um valor positivo implica
que a variavel aumenta em conjunto com a pontuacao da componente, enquanto um valor
negativo indica relacao inversa. Isso permite interpretar os loadings como indicadores do
peso estatistico de cada regiao espectral na construcao da componente. Vale salientar
que os sinais positivos ou negativos nao se referem a natureza quimica das bandas, mas a
direcao de sua contribuicao estatistica no modelo.

A anélise dos loadings é crucial para relacionar as estruturas espectrais com os agrupa-
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mentos observados nos score plots. Ao revelar as regioes espectrais que mais contribuiram
para a separagao entre os grupos de amostras, essa andlise fornece base para justificar a
escolha de regides especificas no desenvolvimento de modelos quimiométricos. No pre-

! na PC1 confirma seu papel central

sente caso, a dominancia da banda em 1026 cm™
na distin¢ao entre mel puro e adulterado, consolidando-a como um marcador espectral
confidvel para deteccao de adulteracao por agtcares.

Para avaliar a separacao global entre as amostras de mel puro e adulterado, foi elabo-
rado um score plot considerando simultaneamente todos os grupos experimentais (Grupos
1, 2, 3 e 4), abrangendo solugdes adulterantes com concentragoes de 15%, 30% e 45% de
acucar, lembrando que o Grupo 1 sao os méis puros. A Figura 6.12 apresenta os resultados
da projecao das amostras no plano formado pelas duas primeiras componentes principais

(PC1 e PC2), que juntas explicam 91,7% da varidncia total dos dados (sendo 67,7% para
a PC1 e 24,0% para a PC2).
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Figura 6.12: Score plots, PC2 versus PC1. As amostras foram agrupadas conforme o tipo de
adulterante utilizado: agtcar comercial (quadrado azul), frutose (circulo vermelho), glicose
(tridngulo magenta), sacarose (losango verde) e mel puro (tridngulo invertido roxo). Os rétulos
associados aos pontos representam a porcentagem de adulteragdo da amostra (10%, 20% ou
30%) e o grupo da solugdo adulterante entre parénteses: (2) solugdo com 15% de agucar, (3)
com 30%, e (4) com 45%.
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A distribuicao dos escores evidencia uma tendéncia clara de separacao entre o mel
puro e as amostras adulteradas, com o mel puro situado na extremidade direita do grafico
(valores positivos de PC1), enquanto as amostras adulteradas concentram-se predomi-
nantemente na porg¢ao central e esquerda (valores negativos ou préximos de zero). Essa
separacao ao longo da PC1 indica que essa componente captura majoritariamente a vari-
acao relacionada a presenca de adulterantes.

A PC2, por sua vez, contribui com uma variacao adicional que permite diferenciar
grupos de acordo com a concentracao e tipo de adulterante. Observa-se que as amostras
do Grupo 2 (15%) tendem a se posicionar em valores mais altos de PC2, enquanto as dos
Grupos 3 (30%) e 4 (45%) distribuem-se ao longo do eixo com tendéncia descendente.
Esse comportamento sugere que a PC2 é sensivel a proporcao da solugao adulterante,
especialmente nos casos com frutose e sacarose, cujas amostras se espalham verticalmente
conforme a concentragdo aumenta.

Os rétulos incluidos nos pontos (indicando a porcentagem e o grupo entre parénteses)
permitem observar que ha uma sobreposicao parcial entre amostras de diferentes grupos
em algumas regides, especialmente entre os grupos 3 e 4. Ainda assim, a tendéncia
geral aponta para uma organizagao coerente: quanto maior a concentracao da solucao
adulterante, maior o afastamento do cluster do mel puro ao longo da PC1.

A separagao mais acentuada foi observada para as amostras de frutose, que apresen-
taram maior deslocamento da posicao original do mel puro. Em contrapartida, os adulte-
rantes como glicose e aglicar comercial apresentaram maior sobreposi¢ao entre os grupos,
embora também sigam a tendéncia de separacao conforme a concentragao aumenta.

A Figura 6.13 apresenta os loading plots referentes a PCA aplicada ao conjunto com-
pleto de amostras, abrangendo as adulteracoes com solucoes de 15%, 30% e 45% de acticar.
A PC1, que explica 67,7% da variancia total, concentra as maiores contribui¢oes positivas
entre 1100 e 950 cm ™!, com destaque para a banda centrada em 1026 cm ™!, atribuida aos

modos de estiramento C-O e C-O—-C dos carboidratos, como ja discutido.
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Figura 6.13: Pesos associados as duas primeiras componentes principais (PC1 e PC2).

Além da contribuigao positiva expressiva, a PC1 também apresenta valores negativos
relevantes abaixo de 900 cm ™!, indicando que variacoes em bandas fora do plano de C-H
também contribuiram, mas em sentido oposto para o espalhamento das amostras.

A PC2, responsével por 24,0% da varidncia, apresenta um padrao mais complexo, com
alternancia de sinais positivos e negativos distribuidos por toda a faixa espectral de 1500 a
500 cm™!. Destacam-se contribuicoes negativas acentuadas entre 1150 e 950 cm ™! e picos
positivos entre 1020 e 950 cm ™!, sugerindo que essa componente captura variacoes mais
sutis na composicao dos adulterantes e em suas proporcoes relativas. Essa alternancia
de sinal reflete correlagoes opostas entre determinadas bandas, indicando que o aumento
da intensidade em uma regiao pode estar associado a diminuicdo em outra ao longo dos
diferentes tipos e graus de adulteracao.

A anélise dos loadings permite, assim, compreender os mecanismos de separacao obser-
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vados nos score plots. A forte influéncia das regioes entre 1100 e 900 cm ™!, em ambas as
componentes principais, confirma que essas faixas espectrais sdo as mais relevantes para
discriminar adulteracoes por agicares no mel. Tais evidéncias reforcam a viabilidade do
uso da PCA como ferramenta quimiométrica para analise exploratéria e triagem de au-
tenticidade em amostras de mel, sendo realizadas medidas de absor¢ao no infravermelho

utilizando a técnica de FTIR-ATR.
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Capitulo 7

Conclusoes

Neste trabalho, investigamos a aplicacao de diferentes técnicas espectroscopicas asso-
ciadas a quimiometria para caracterizar e diferenciar amostras de mel puro e adulterado.
Foram analisadas 38 amostras ao todo — duas amostras puras e trinta e seis adultera-
das com solugoes aquosas de agiicares em diferentes concentracoes, simulando praticas de
fraude alimentar realistas. As analises buscaram avaliar a sensibilidade, a robustez e a
viabilidade operacional de métodos nao destrutivos na identificacao de adulteragoes sutis
em méis produzidos por Apis mellifera scutellata.

Os resultados obtidos por espectroscopia fotoactstica (PAS) na regiao do UV-Vis
demonstraram perfis de absor¢do compativeis com a presenca de compostos fendlicos e
carboidratos naturalmente presentes no mel, com destaque para uma banda intensa em
torno de 270 nm. Entretanto, observou-se uma instabilidade espectral relevante, com
diferencas marcantes entre as varreduras espectrais crescente e decrescente. Esse compor-
tamento sugere possiveis efeitos de fotodegradagao ou redistribuicao térmica durante a
aquisi¢ao dos dados, comprometendo a confianca e a consisténcia dos resultados nas con-
digdes adotadas. Apesar dessas limitagoes, as bandas recorrentes indicam que a técnica
possui um potencial promissor, desde que se desenvolvam protocolos de medi¢ao mais
rigorosos que assegurem estabilidade ao longo do experimento.

Na sequéncia, a espectroscopia Raman foi aplicada as mesmas amostras. Observou-se
elevada similaridade entre os espectros das amostras puras e adulteradas, com perfis do-

minados pelas bandas vibracionais caracteristicas de carboidratos, sobretudo estiramentos
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C-C e C-O e deformagoes C-H. A Andlise de Componentes Principais (PCA) realizada
sobre esses espectros nao conseguiu distinguir de forma consistente os grupos de amostras,
em fungao da composi¢ao quimica muito semelhante entre o mel e os adulterantes e da pre-
dominancia dos mesmos modos vibracionais. Diferentes pré-processamentos e variacoes
da faixa espectral analisada também nao resultaram em separagoes satisfatorias. HEsses
achados indicam que, nas condigoes experimentais adotadas, a espectroscopia Raman
associada a PCA nao apresentou sensibilidade suficiente para discriminar adulteracoes
sacaridicas em mel de maneira confidvel.

Por fim, a espectroscopia FTIR-ATR apresentou um desempenho notavelmente supe-
rior na diferenciacdo das amostras. Foram observadas varia¢oes expressivas na faixa de

1200-900 cm ™!, especialmente na intensidade da banda centrada em 1026 cm™!

, associ-
ada aos estiramentos C-O e C-O—C dos carboidratos. A aplicacao da PCA aos espectros
FTIR-ATR resultou em separagoes claras e consistentes entre as amostras puras e adulte-
radas, com capacidade discriminativa crescente a medida que se elevava a concentragao das
solugoes adulterantes. As amostras adulteradas com frutose se destacaram por apresentar
maior afastamento do cluster do mel puro, evidenciando sua forte influéncia espectral. A
analise dos score plots e dos loading plots demonstrou que as principais regioes respon-
saveis pela separacao foram justamente aquelas associadas as vibragoes caracteristicas da
fracao sacaridica da matriz.

De forma geral, os resultados confirmam que a combinacao da espectroscopia FTIR-
ATR com métodos quimiométricos representa uma estratégia eficiente, rapida e nao des-
trutiva para a deteccao de adulteracoes por agicares em amostras de mel. Em contra-
partida, a espectroscopia Raman mostrou limita¢oes importantes, e a aplicacao da PAS,
embora promissora, requer aprimoramentos metodoldgicos que assegurem maior estabili-
dade e fidelidade dos dados.

Por fim, este estudo demonstrou que, embora nenhuma técnica espectroscopica isolada
seja universalmente eficaz para todas as situagoes, a integracdo de métodos vibracionais
sensiveis com andlises estatisticas multivariadas permite ampliar significativamente a ca-

pacidade de rastrear e autenticar méis potencialmente adulterados. Como perspectivas



CapriTuLO 7. CONCLUSOES &9

futuras, recomenda-se expandir o nimero de amostras puras, incluir adulterantes de maior
complexidade composicional (como xaropes comerciais e mel artificial), testar modelos su-
pervisionados de classificagao e aprimorar os protocolos de aquisicdo na espectroscopia
fotoacustica. Tais medidas podem contribuir para consolidar essas técnicas como fer-
ramentas robustas no monitoramento da autenticidade do mel e no enfrentamento das

fraudes alimentares.
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