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RESUMO

A farinha de carne e ossos (FCO) bovina € o principal subproduto do abate dos frigorificos.
FCO ¢ resultante da coccao dos residuos sendo reaproveitado na fabricacao de ragdes para aves,
suinos, cdes, gatos e peixes por apresentar vantagens nutricionais € econOmicas nas
formulagdes. Entretanto, a seguranca dos alimentos e a inocuidade dos microrganismos
patogénicos, como a Salmonella spp., deve ser garantida. Considerando que as industrias
produtoras de FCO ja empregam normalmente a espectroscopia na regido do infravermelho
proximo (NIR) para controle de qualidade de outros parametros, a avaliacao de Salmonella spp.,
poderia ser incorporada nas rotinas laboratoriais por NIR. Dessa forma, o objetivo deste
trabalho foi o desenvolvimento de um método de suporte a decisdo e orientadas por dados de
espectroscopia NIR e cartas de controle multivariadas baseadas na analise de componentes
principais (PCA) na avaliacdo da Salmonella spp. em FCO. Um total de 350 amostras de FCO
ndo contaminadas foram empregadas na etapa de treinamento e estabelecimento da carta de
controle. Amostras ndo contaminadas de FCO foram utilizadas em uma etapa de validagao
externa (55 amostras), enquanto 413 amostras contaminadas por Sa/monella spp. foram preditas
pela carta controle. Os resultados alcangados mostram que o modelo de cartas de controle
multivariadas baseadas na PCA foi eficiente para a distingdo de amostras de farinha de carne e
0ss0s bovina ausente ou presente para a Sal/monella spp. Dessa forma, a espectroscopia NIR
associada com a ferramenta quimiomeétrica de carta de controle baseado no PCA pode ser um
método alternativo e de suporte a decisdo industrial podendo servir como uma ferramenta de

triagem inicial e reduzindo o niimero de analises através do método convencional.

Palavras-chave: farinha de carne e ossos; quimiometria; PCA; NIR; Salmonella spp.



ABSTRACT

Bovine meat and bone meal (MBM) is the main slaughtering by-product in slaughterhouses.
MBEF is the result of cooking residues and is reused in the manufacture of feed for poultry, pigs,
dogs, cats, and fish, as it presents nutritional and economic advantages in the formulations.
However, the safety of food and the harmlessness of pathogenic microorganisms, such as
Salmonella spp., must be guaranteed. Considering that the MBM industries already normally
employ spectroscopy in the near-infrared region (NIR) for quality control of other parameters,
the evaluation of Salmonella spp. could be incorporated into laboratory routines by NIR. Thus,
the objective of this work was the development of a decision support method guided by NIR
spectroscopy data and multivariate control charts based on principal component analysis (PCA)
in the evaluation of Salmonella spp. in MBM. A total of 350 uncontaminated MBM samples
were used in the training step and control chart establishment. Uncontaminated samples of
MBM were used in an external validation step (55 samples), while 413 samples contaminated
by Salmonella were predicted by the control chart. The achieved results show that the
multivariate control charts based on the PCA were efficient for the distinction of bovine meat
and bone meal samples absent or present for Salmonella spp. Thus, NIR spectroscopy
associated with the PCA-based control chart chemometric tool can be an alternative and a
decision support method that can serve as an initial screening tool and reduce the number of

analyses through the conventional method.

Keywords: meat and bone meal; chemometrics; PCA; NIR; Salmonella spp.
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1 INTRODUCAO

A qualidade e exigéncias dos produtos comercializados para a alimenta¢do animal vem
crescendo a cada dia, a farinha de carne e ossos bovina (FCO) ¢ um ingrediente para a fabricagao
de racdes apresentando vantagens nutricionais, sendo economicamente viaveis e eficientes na
formulagdo de ragdes para animais (NUNES et al., 2005; BRASIL, 2008; OLIVEIRA e
BORGES; 2018).

De acordo com a Associacao Brasileira de Reciclagem Animal (ABRA, 2022) a FCO
¢ considerada o principal subproduto dos frigorificos, sendo reaproveitado na fabricacdo da
racdo. SOUZA (2017) refere-se ao alto valor nutritivo, fonte de proteina de alta qualidade e
digestibilidade, resultante da coc¢@o dos residuos do abate de bovinos, constituidos por 0ssos,
carneos, aparas de carnes, gorduras e visceras, que sofrem uma série de transformacdes fisica e
quimica em processos que envolvem aquecimento, desidratacdo, separagdo e moagem
(BARROS e LICCO, 2007).

O uso de farinhas e gorduras de origens animais ¢ de qualidade, ndo afeta a seguranca
de animais e seres humanos, contribuindo significativamente para a sustentabilidade. No
entanto, devem ser atendidos os padrdes de qualidade preconizados por 6rgdos reguladores
(BELLAVER, 2018). No Brasil, esses padroes de qualidade sao estabelecidos pelo Ministério
da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e, dentre as consideracdes, as analises
microbiologicas devem ser realizadas com periodicidade para garantir a auséncia de Salmonella
spp. no produto acabado (BRASIL, 2007).

Atualmente as andlises de Salmonella spp. apresentam limitacdes como o elevado
tempo de anélise, diversos equipamentos (calibrados anualmente por empresas credenciadas),
reagentes de alto custo e o descarte correto dos residuos quimicos nocivos ao meio ambiente.
As andlises por swab podem ter limitagdes, como pouca superficie de contato e a demanda no
tempo de execucdo, estimado entre 22-30 horas. Esse tipo de avaliagdo ¢ realizado atualmente
na industria pelo kit de andlises RapidChek® SELECT™ Salmonella, da Romer Labs®
(ROMER LABS, 2022). Este método ¢ aprovado pela Association of Official Agricultural
Chemists (AOAC INTERNATIONAL), cole¢do que abrange métodos quimicos e
microbioldgicos e padrdes de consenso disponiveis, sob nimero de certificagdo 080601
(ROMER LABS, 2023; AOAC, 2023).

Na consolidac¢ao kit RapidChek SELECT na avaliagdo de Sa/monella foram testadas

113 cepas de Salmonella representando 18 sorogrupos e 50 cepas de bactérias ndo Salmonella
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comumente encontradas em alimentos. O método detectou 111 das cepas de Salmonella e
nenhuma das bactérias ndo Salmonella, resultando em uma sensibilidade de 98% e
especificidade de 100%, sendo considerado altamente robusto e estavel sob controle (4 a 25°C)
e estabilidade acelerada (37 a 45°C) (MULDOON et al., 2018).

Considerando que nas industrias de produgdo de matéria prima para alimentagdo
animal muitas andlises ja sdo realizadas através da espectroscopia na regido do infravermelho
proximo (NIR), a determinagdo da presenca de Salmonella spp. poderia ser incorporada as
analises de rotina industrial.

A espectroscopia NIR ja foi empregada na avaliacdo de Salmonella spp. em Leite
(PEREIRA, 2016) com o objetivo de construir modelos qualitativos capazes de discriminar
amostras de leites contaminados ou nao contaminados. Essa técnica também foi aplicada para
comparar a qualidade dos alimentos em relacdo a analises bromatoldgicas (DA SILVA, 2022),
podendo ser utilizado também para o controle microbiolégico de alimentos, detectar
adulteracdo de alimentos e controlar o processo de produgdo de mel, 6leo de palma, carne de
peru, farelo de soja, fermentagdo de glicose e outros (CARAMES et al., 2019).

Nesse sentido, a espectroscopia NIR tem se mostrado uma alternativa aos métodos
convencionais de analise, principalmente por permitir uma anélise ampla de constituintes dos
alimentos, conservar as amostras, possuir maior agilidade e conferir alta precisdo. Além disso,
nao utiliza reagentes quimicos e, portanto, destaca-se o baixo poder de poluicdo ambiental
(DEEPA et al., 2016). Dessa forma, ¢ encorajador considerar a NIR para a avaliacdo de
Salmonella spp. em amostras de farinha de carne e ossos bovina, visto os resultados reportados
na literatura e as vantagens ja apresentadas.

O emprego da espectroscopia NIR vem, normalmente, associado a quimiometria que
sdo conjuntos de métodos matematicos e estatisticos, aplicados com o intuito de se obter
informagdes a partir de um conjunto de dados complexos (FERREIRA, 2015). A analise de
componentes principais (PCA), ¢ uma ferramenta ndo supervisionada e que podem ser
utilizadas para extragdo de informagdes em matrizes alimentares (BARROS NETO et al., 2006;
MARCO, 2009). Além disso, ao considerar uma estimativa de erros € possivel conferir a PCA
um critério de supervisdao (VALDERRAMA et al., 2022).

Dessa forma, oferecer uma metodologia alternativa para determinacao da presenca de
Salmonella spp. em amostras de farinha de carne e ossos bovina, pode ser interessante do ponto

de vista industrial no desenvolvimento de um método alternativo e de suporte a decisdo
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orientada por dados de espectros NIR em conjunto com cartas de controle multivariadas

baseadas na PCA.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Desenvolver um método analitico alternativo e de suporte a decisdo para presenca de
Salmonella spp. em farinhas de carnes e 0ssos bovinos, baseada na espectroscopia NIR com o

auxilio da ferramenta quimiométrica de cartas de controle multivariadas baseada na PCA.

2.2 Objetivos Especificos

e Obter espectros NIR das amostras de farinhas de carnes e 0ssos bovinas.

e Analisar amostras para Salmonella spp. utilizando método de referéncia.

e Desenvolver e validar modelos baseados em carta de controle multivariada baseada na
PCA.

e Realizar a previsao utilizando amostras de farinhas de carnes e ossos bovinas

contaminadas com Salmonella spp.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Farinha de carne e ossos bovinos

As farinhas de origem animal sdo produtos produzidos através do processamento de
material animal que nao serve para o consumo humano e que seria descartado (PIVATTO et al.
2020).

Existem algumas variedades de farinha de origem animal, tais como farinha de carnes
e 0ssos (FCO), farinha de visceras (FV), farinha de penas (FP), farinha de sangue (FS) e farinha
de peixe (FP). Sua originalidade torna-se dependentemente do tipo de matéria-prima
(subproduto) utilizada para o seu processamento (BELLAVER, 2005).

A FCO ¢ resultante do abate de bovinos, cujos subprodutos (ossos ¢ tecidos) sdo
coletados de estabelecimentos frigorificos, e submetidos a coc¢do. Esse processamento ocorre
em fabricas especializadas (PIVATTO et al. 2020), seguindo as normas de producdo
estabelecidas pelo MAPA (BRASIL, 2008), em que n3o se admite — ¢ sdo consideradas
adulteracdes — a adicdo de pelos, cascos, chifres, sangue e outras matérias primas estranhas,
inclusive de microrganismos patogénicos.

As matérias primas devam ser processadas dentro de 24 horas ap6s o abate dos animais
(SILVA, 2009). O processo de produ¢do consiste basicamente na retirada dos excessos de agua
dos residuos ndo comestiveis e, se necessario, devido ao tamanho das pegas, picar, triturar e
leva-los aos digestores para cocgao.

A cocgdo ¢ uma etapa obrigatoria na produgdo de FCO pois € proibido que os residuos
sejam destinados a alimentacdo animal sem passarem pelo tratamento térmico, com a fungdo
de eliminar microrganismos patogénicos (CARDOZO 2011).

O aquecimento para FCO segue o estabelecido pela IN 34, na qual a temperatura ndo
pode ser inferior a 133°C, durante pelo menos 20 minutos, sem interrup¢ao, a uma pressao
absoluta ndo inferior a 3 bar, produzida por vapor saturado (BRASIL, 2008).

Em seguida, a gordura ¢ drenada, prensada ou centrifugada e o residuo s6lido moido na
forma de farinha, com especificacoes de granulometria variaveis (CARDOZO 2011). A
granulometria ¢ baseada através da porcentagem de retencdo em peneiras apresentando
diferentes medidas de malhas. A granulometria mais utilizada ¢ de 5% de retencdo em peneira
com malha de 2mm (BELLAVER, 2002).

Vale destacar, que a empresa que forneceu as amostras para este trabalho realiza

somente a parte do processo destacada pela linha pontilhada em vermelho no fluxograma para
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a producdo da FCO (Figura 1). Além disso, através do fluxograma observa-se que existem
varias etapas em que o risco de contaminacao ou proliferagdo microbiana ¢ eminente, podendo
interferir na qualidade do produto final. Dentre os principais microorganismos patogénicos nas

FCO destacam-se o género Salmonella.

Figura 1. Fluxograma de producio de farinha de carne e ossos bovinos.

| Matéria-prima de abatedouros e frigorificos |
1

| Transporte |
i

| Silos de recebimento |
I

—| Moagem |

GASES - . - VAPOR
TRATAMENTO | Digestor continuo ou de batclad:i (temperatura X pressio X tempo) |._—
- | Percolador |
| Agua de piso ¢ residuais | T
{ | Prensa I—-l Filtros |
| Sistema de filtros ¢ flotagao | L !
1 Resfriador | | Branqueamento |
Il
Lagoas |T—_——==== - 1
| | ! | Moinho | : | Sebo |
: [ 1 Il
' | Sacaria / Silos | | | Depdsitas |
1 1 1 }
1 ! . -
1 | Expedigio da FCO |: | Expedicio de sebo |
Fonte: Adaptado de Bellaver (2002) e Cardozo (2011).
3.2 Salmonella

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae e sao classificados como
bacilos gram-negativos anaerdbios facultativos, ndo formadores de enddsporos e a maioria se
move por meio de flagelos peritriquios. As colonias sdo oxidase-negativas e fermentadoras de
glicose, com formacao de acido e gas. As Salmonella spp. se multiplicam em temperaturas entre
7 °C e 49,5 °C, podendo sobreviver em alimentos sob refrigeracdo e congelamento, sendo 35°C
a 37 °C a temperatura o6tima para o seu desenvolvimento. (LOUREIRO et al., 2010; SILVA et
al.,2018; SHEN et al., 2020)

A presenca de bactérias patogé€nicas capazes de causar doengas transmitidas por

alimentos continua sendo uma preocupagao significativa de satide publica para os consumidores
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em todo o mundo, com consequéncias econdmicas para os produtores e para a industria
(FURTADO et al., 2022).

No Brasil, segundo dados do Boletim Epidemiologico 32, da Secretaria de Vigilancia
em Saude (2020), de 2007 a 2015 o pais apresenta uma média de 13.717 caso de surto por ano.
Desses, 2.243 (34,37%) surtos, no periodo analisado, o agente etioldgico foi identificado, sendo
causados principalmente por Salmonella (25,17%), Escherichia coli (23,42%) e
Staphylococcus (18,61%). Entre os surtos causados por Salmonella, 67,5% sao devidos a
Salmonella enteritidis e 7,5% por Salmonella typhi. Entretanto, verifica-se uma evolucao
decrescente no niumero de surtos causados por Salmonella, o qual respondia em 2007 por
47,18% dos surtos notificados e por 15,81% em 2015 (SAUDE, 2020).

A salmonelose bovina acomete principalmente bezerros entre 2 ¢ 6 semanas de idade,
com morbidade e mortalidade relativamente altas. Sua veiculagdo estd associada a ingestdo de
agua e alimentos, dificultando as ac¢des de profilaxia e controle. Os bovinos infectados podem
eliminar a bactéria através das fezes e outras secre¢des, como o leite, tornando-se importantes
fontes de contaminacdo de alimentos e propagacdo da infeccdo aos rebanhos e ao homem
(RADOSTITS et al. 2007; PAIXAO et al. 2016)

A farinha de carne e 0ssos bovina pode se apresentar contaminada por Salmonella spp.,
e a umidade ¢ considerada um dos fatores mais importantes para a multiplicagdo microbiana.
Entretanto, a acdo térmica a qual os subprodutos animais sdo submetidos na produgdo de
farinhas elimina grande parte desta contaminacdo bacteriana, entre outros microrganismos
patogénicos (LABOISSIERE, 2008). Por outro lado, nas fases de pos-produgdo, como
embalagem, armazenamento, estocagem e distribuicdo, pode ocorrer a recontaminagao das
FCO pelos mesmos microrganismos (PIVATTO et al. 2020).

Para evitar esses episodios, empregam-se as Boas Praticas de Fabricacao (BPF), além
de todo o controle do processo conforme a IN n°34/2008 do MAPA (BRASIL, 2008). O
principal objetivo das BPF consiste em propor procedimentos e acdes que visam prevenir ou
reduzir a contaminag¢do no produto final, incluindo higienizagao e desinfec¢ao de instalagdes e
equipamentos e higienizacdo dos manipuladores (BRASIL, 2008; PIVATTO et al. 2020).

Por outro lado, ambientes umidos e quentes de comedouros e silos de armazenagem
podem favorecer a proliferagdo de Salmonella spp. nos produtos acabados produzidos a partir
da FCO. Dessa forma, para que o risco de contaminacao seja controlado ¢ adicionado na
formulacdo da FCO antioxidantes, aditivos acidificantes e conservantes indicado contra a

contaminag¢do bacteriana, principalmente a Salmonella spp. (BELLAVER, 2002).
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3.3 Cartas de controle multivariada baseadas na PCA

A PCA ¢ uma ferramenta de reconhecimento de padrdes nao supervisionada capaz de
transformar uma tabela de dados experimentais em graficos informativos acerca da similaridade
entre as amostras e as respectivas varidveis responsaveis por isso (BEEBE, PELL,
SEASHOLTZ, 1998). Para desenvolver a analise de componentes principais a primeira etapa é
a formag¢do de uma matriz X (/ x J, em que / se refere ao niumero de amostras e J corresponde
a variaveis), que em seguida se faz a decomposi¢ao dessa matriz em duas matrizes, uma de

scores T e uma matriz de loadings P, ¢ E que corresponde a uma matriz de erros, conforme a

Equacio 1 (FERREIRA, 2015).

X = TPT + E Equacio (1)

O conjunto de scores e loadings ¢ denominado de Componentes Principais (CPs). Os
scores expressam a relacdo entre as amostras na nova base vetorial, enquanto os /oadings
mostram a relagdo entre as variaveis (FERREIRA, 2015).

A analise por PCA permite a obtencdo de parametros que podem ser utilizados para
construcdo de cartas de controle. O valor residual Q (Q Residuals) mede a falta de ajuste em
um modelo pré-estabelecido, caso em que € indicativo de quanto a amostra esta sendo explicada
pelo modelo criado. Nesse sentido, as cartas de controle sdo baseadas em um conjunto de
treinamento que consiste apenas em amostras auténticas (nesse caso as negativas para
Salmonella spp.), que definird os limites normais dos residuos. Por outro lado, as amostras
anomalas ou adulteradas (positiva para Salmonella spp.) podem ser detectadas por meio de
valores residuais mais elevados quando comparadas as amostras auténticas (CARAMES et al.,
2019), ou seja, as amostras positivas para Salmonella spp. provavelmente terdo valor residual
maior que as amostras negativas para Salmonella spp. Um esquema para ilustrar o

funcionamento da carta de controle multivariada baseada na PCA ¢ apresentado na Figura 2.
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Figura 2. Esquema ilustrando o funcionamento da carta de controle baseada na PCA.
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Fonte: Autoria prépria.

Para determinar o valor de ‘Q Residuals’ ¢ medido a diferenga entre uma amostra e sua
projecdo nos ‘k° componentes principais retidos no modelo. A Equagdo 2 mostra como este
parametro ¢ estimado para a i-ésima amostra em X (Xi) como a soma dos quadrados de cada

amostra (linha) da matriz residual E (VALDERRAMA et al., 2022):

Qi- € & = x;(I- P Py )x;" Equagio (2)

em que: e € a i-¢sima linha de E, I ¢ uma matriz identidade, Px € a matriz de /oadings nas ‘k’
componentes principais retidas no modelo PCA.

Aplicacdes de cartas de controle multivariada baseada no valor de ‘Q Residuals’ da
PCA sdo reportados por Valderrama et al., (2021) que utilizaram a cromatografia liquida de
alta eficiéncia e carta de controle baseada na PCA para distinguir amostras de suco de uva
organico e nao organico. O modelo, construido com trés PCs, representou 96,61% da variancia
explicada no conjunto de dados relativo as amostras organicas, e os resultados mostraram
discriminacao eficiente entre amostras organicas € nao organicas com 99% de confianca.

Por outro lado, empregando a espectroscopia NIR, Lobato et al. (2018) aplicaram carta
de controle baseada na PCA para detectar presenca de adulteracdo em polpa de acgai liofilizada.
Os adulterantes da polpa de agai foram suco de uva, polpa de beterraba, maltodextrina, amido

de mandioca e amido de milho.
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Caramés, Alamar e Pallone (2019), utilizaram espectroscopias NIR e na regido do
infravermelho médio (MIR) associadas a carta de controle baseada nos residuos Q da PCA para
detectar e distinguir polpa de agai auténtica da adulterada, os autores utilizaram 3 PCs e
conseguiram uma separacao eficiente entre as amostras auténticas e adulteradas.

Oliveira (2021), empregou espectroscopia na regido do ultravioleta e visivel associada
a cartas de controle multivariada por PCA para avaliar autenticidade de alecrim organico. O
modelo com 2 CPs explicou 96,40% da variancia das amostras organicas e foi eficiente na
distingdo de amostras de alecrim ndo-organicos.

Até o momento, nao foram encontrados trabalhos utilizando a espectrocospia NIR em

conjunto com carta de controle multivariada por PCA para a avaliagdo de Salmonella spp.
4 METODOLOGIA
4.1 Amostras

Foram utilizadas 784 amostras de farinhas de carne e ossos bovina fornecidas por uma
empresa que produz farinha de carne e ossos bovina localizada no estado do Parana. As

amostras foram coletadas durante os anos de 2020 a 2022.

4.2 Métodos
4.2.1 Preparo das amostras

As amostras que chegavam a industria passavam pelo processo de moagem e no
laboratério eram homogeneizadas e reduzidas em moinho de laminas (Grinder Machine
GM45008S1), do tipo articulado, tensao 110 V, com poténcia de 5.000 W e capacidade de 4,5
kg. As amostras foram moidas até a obten¢do de no maximo 5% da amostra na peneira de

abertura de 1 mm.

4.2.2 Coleta dos espectros

Os espectros NIR foram adquiridos, a partir das amostras sélidas e com a
granulamometria padronizada, em equipamento FOSS Nirs Systems Pharma, Modelo Smart

Probe Analyzer 5.000.
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4.2.2 Analise de referéncia para detecciao de Salmonella spp.

Para deteccao de Salmonella spp. nas amostras de farinha de carne e ossos bovino
utilizou-se o kit RapidChek® SELECT™ Salmonella Food System (Romer Labs), sendo
composto por materiais como Rapidchek SELECT meio primdrio, Rapidchek SELECT meio
secundario e Rapidchek suplemento.

Primeiramente prepara-se o meio primario pela adi¢do de 4,5 g do meio primario
Rapidchek SELECT em 225 mL de 4gua destilada.

Em saco estéril preparou-se a amostra enriquecida, composta por 25 g da FCO, o
conteudo preparado de meio primario, e 2,5 mL de suplemento Rapidchek SELECT. A amostra
ficou em estufa a 42° C pelo tempo de 16 a 22 horas.

O meio secundario foi preparado, em micro tubo de ensaio, adicionando-se 0,074 g do
meio secundério Rapidchek SELECT em 1 mL de dgua destilada. Adicionou-se 0,1 mL do
sobrenadante da amostra enriquecida ao micro tubo de ensaio contendo o meio secundario e
incubou-se por 6 a 8 horas a 42° C.

Decorrido o tempo necessario, a fita detectora de Salmonella spp. foi inserida no micro
tubo de ensaio e aguardou-se o tempo de 10 minutos para a conclusdo (uma linha significando

negatividade de Salmonella spp. e duas linhas positivo para Salmonella spp).

4.2.3 Software

Os espectros NIR foram processados com o auxilio do software MATLAB R2007B e

ferramentas do pacote computacional PLS-Toolbox 5.2.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras foram avaliadas pelo método de referéncia para a comprovagdo com
relacdo a contaminacdo por Sa/monella spp. Um total de 423 estavam com contaminagdo
positiva por Salmonella spp. e 361 amostras apresentavam contaminacdo negativa por
Salmonella spp. Todas as amostras avaliadas tiveram o espectro NIR adquirido.

A Figura 3 mostra os espectros NIR para as amostras de farinha de carne e 0ssos
bovino. Observa-se uma grande variacdo sistematica nos espectros das amostras o que leva
a variagOes de linha de base. Portanto, os espectros foram pré-processados com o objetivo
de remover matematicamente fontes de variacdes indesejaveis que ndo serdo removidas
naturalmente durante a analise dos dados e que podem influenciar os resultados finais.

O pré-processamento utilizado neste caso foi a corre¢do do espalhamento
multiplicativo (MSC) que remove variacdo no espectro causado por espalhamento de luz
pelas amostras, corrigindo efeitos de espalhamento de luz em espectroscopia por refletancia

devido aos diferentes tamanhos e formas das particulas (ISAKSSON E NZS, 1988).

Figura 3. Espectros NIR. (A) Espectros brutos. (B) Espectros apés MSC. (—) Amostras

contaminadas. (—) Amostras nio-contaminadas.
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Os espectros NIR mostram uma evolugdo similar para as amostras contaminadas e
nao-contaminadas. Embora a intensidade de reflectancia pareca ser, na maioria dos casos,
superior para as amostras contaminadas, por apresentar um comportamento bastante similar
¢ dificil inferir sobre a contaminagao por Salmonella spp. apenas pela inspegdo visual do
espectro. Dessa forma, a aplicagdo de uma ferramenta quimiométrica adequada permitird um
suporte a decisdo para presenga de Salmonella spp. em farinhas de carne e ossos bovinos
baseada na espectroscopia NIR.

O primeiro passo consistiu em realizar uma avaliacdo para a presenca de amostras
anomalas (outliers). Os outliers sdo amostras que apresentam um comportamento muito
diferente em um conjunto de dados. De acordo com a Figura 4, as amostras que encontram-
se no quadrante superior direito sdao consideradas como outliers pois apresentam,
simultaneamente, altos valores de residuo espectral e leverage.

O leverage representa o quanto uma amostra esta distante da média das demais
amostras do conjunto de dados e ¢ estimado com base nos scores para o conjunto de dados
em relacdo aos scores de cada amostra em particular. Por outro lado, os residuos espectrais
sdo calculados a partir do desvio padrao dos espectros em relagao ao desvio padrao de cada

amostra do conjunto de dados (VALDERRAMA, 2009).

Figura 4. Avaliacdo de outliers (A) Amostras nio contaminadas. (B) Amostras

contaminadas. (¢) Amostras contaminadas. (¢) Amostras ndo-contaminadas.
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A analise dos outliers evidenciou 6 amostras ndo contaminadas como outliers,
resultando em 355 amostras ndo contaminadas. Para as amostras contaminadas, um total de
10 amostras foram identificadas como outliers, restando 413 amostras contaminadas.

Os outliers foram removidos dos conjuntos de dados, € o conjunto de amostras nao
contaminadas foi separado, através do algoritmo kenston (KENNARD, STONE, 1969), em
um conjunto de treinamento (300 amostras) e validacdo externa (55 amostras).

Para implementar a carta de controle multivariada baseada na PCA ¢ necessario
construir um modelo PCA, e estimar os residuos Q, usando apenas amostras ndo-contaminadas
no conjunto de treinamento. Nesse caso, a PCA foi aplicada aos espectros das amostras nao
contaminadas centrados na média e um total de 5 componentes principais, capturou 97,80% da
variancia dos dados.

Considerando que a PCA ¢ uma ferramenta exploratoria, e que, portanto, ndo permite
fazer previsdes futuras, uma forma de agregar essa possibilidade de previsdes a PCA ¢
utilizando os residuos Q para o estabelecimento de cartas de controle multivariada.

A carta de controle obtida (Figura 5) foi eficiente para discriminar as amostras
contaminadas das ndo-contaminadas com 99% de confianga, sendo que apenas 3 amostras nao-
contaminadas no conjunto de validagdo externa foram previstas na classe das amostras

contaminadas.

Figura 5. Carta de controle baseada na PCA. (¢) amostras nio-contaminadas no

treinamento. (0) amostras nio-contaminadas na validacio. (¢) amostras contaminadas.
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A presenga de amostras contaminadas no conjunto de dados experimental ¢
identificada pelos altos valores residuais encontrados para essas amostras. Dessa forma, dados
espectrais tém apresentado bons resultados na detec¢do de informagdes quimicas necessarias
para fins de adulteracdo, contaminacdo e fraude (LOBATO et al., 2018; CARAMES,
ALAMAR e PALLONE, 2019; OLIVEIRA, 2021), podendo funcionar como um procedimento
inicial de screening direcionando somente algumas amostras (mais duvidosas) para a analise
por método de referéncia.

Os resultados obtidos na avaliacdo de farinha de carnes e ossos através da
espectroscopia NIR, aliada a carta de controle multivariada por PCA, abre novas possibilidades
no desenvolvimento de métodos alternativos e de suporte a decisao para presenca de Salmonella
spp. na industria de alimentos, com destaque para vantagens como redu¢do no tempo das

analises e de custos com reagentes, bem como a ndo geragao de residuos toxicos.
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6 CONCLUSAO

A partir da realizagdo desse estudo foi possivel concluir que a espectroscopia NIR associada
a carta de controle multivariada baseada na PCA possibilita a distingao de amostras de farinhas
de carne e 0sso bovino, contaminadas € ndo contaminadas com Salmonella spp.

A proposta apresenta vantagens como a rapidez, minimo preparo de amostra e custo
relativamente baixo e ¢ uma alternativa eficiente aos métodos tradicionais na avalia¢ao de
Salmonella spp.

Os métodos podem ser estendidos para outras matrizes alimentares e aplicado em tomada

rapida de decisdo na industria e 6rgdos certificadores de alimentos.
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