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Avaliacao de amostras de mel utilizando um nariz
eletronico lab-made

Evaluation of honey samples using a lab-made electronic
nose

RESUMO

A origem geografica é fator intrinseco as caracteristicas dos méis. Analises fisico-quimicas
de umidade, atividade didstasica, hidroximetilfurfural, condutividade elétrica, agucar
redutor, agucar total, acidez livre, acidez lactonica, acidez total, pH, prolina e cor sdo
tradicionais para a discriminagdo de méis, mas exigem elevados tempo de andlise e custo.
O objetivo desse trabalho foi utilizar um nariz eletrénico associado a métodos
quimiométricos para discriminagdo de méis da cidade de Ortigueira-PR. Os dados do nariz
eletronico foram pré-tratados e utilizados para construir modelos PLS-DA. Também foram
construidos modelos PLS-DA com dados de analises tradicionais. Os melhores desempenhos
do nariz eletrénico foram com o pré-tratamento fragdo e dados centrados na média, 80%
de classificagdo correta, e pré-tratamento logaritmo e normalizagdo pareto, 81,82% de
classificagdo correta, respectivamente para sinal transiente dos sensores e caracteristicas
estaticas dos sensores. As andlises tradicionais obtiveram 88,57% de classificacdo correta.
Comparando as metodologias, os modelos obtidos com o nariz eletrénico apresentaram
desempenho satisfatdrio considerando-se a rapidez e baixo custo das analises.

PALAVRAS-CHAVE: Quimiometria. Analise de volateis. Designagdo de origem.
ABSTRACT

The geographical origin is an intrinsic factor in the characteristics of the honeys.
physico-chemical analyzes of moisture, diastatic activity, hydroxymethylfurfural, electrical
conductivity, sugar reducer, total sugar, free acidity, lactonic acidity, total acidity, pH,
proline and color are traditional for the discrimination of honeys, but enabled for analysis
time and cost. The objective of this work was to use an electronic nose associated with
chemometric methods to discriminate honeys from the city of Ortigueira-PR. Electronic
nose dice ware pre-treated and used to build PLS-DA models. PLS-DA models were also built
with data from traditional analyzes. The best performances of the electronic nose were with
the fraction pre-treatment and dice centered on the mean, 80% of correct classification,
and pre-treatment of logarithm and pareto normalization, 81.82% of correct classification,
respectively for the sensor's transient signal and static characteristics of the sensors.
Traditional analyzes obtained 88.57% of correct classification. Comparing the
methodologies, the models get with the electronic nose performed satisfactorily
considering the speed and low cost of the analyzes.

KEYWORDS: Chemometrics. Volatile analysis. Designation of origin.
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INTRODUGAO

Os meéis sdo substancias definidas como fluidos viscosos, agucarados e
naturais derivados de secrec¢des e, principalmente, do néctar das plantas, os quais
sdo processados por abelhas Apis mellifera (VENTURINI; SARCINELLI; SILVA, 2007).

As caracteristicas dos méis variam de acordo com diversos fatores biolégicos
como, por exemplo, a espécie das abelhas e o raio de abrangéncia destas. Além
disso, existem muitos fatores ambientais regionais influentes como o clima, o solo,
a umidade, as vegetacdes predominantes no raio de acdo das abelhas e o
armazenamento depois da colheita (SIDDIQUI et al., 2017). A concentragdo de
compostos volateis no mel, em geral, é considerdvel e determinada por diversos
constituintes volateis oriundos da planta ou do néctar, da transformacao feita pelo
metabolismo das abelhas, da temperatura durante o manuseio ou de
contaminagdes microbianas ou ambientais. Desta forma, como o aroma de cada
mel é determinado por diversos fatores particulares, ele se torna uma identidade
particular e, assim, pode ser utilizado para determinar a sua origem geografica e
floral, por exemplo (COSTA, 2016).

A diferenciacdo de meéis esta intrinsecamente relacionada a compostos
presentes em sua regido originaria. Um bom exemplo sdo os méis da regido de
Ortigueira-PR, a qual é classificada por Denominacado de origem pelo INPI (Instituto
Nacional de Propriedade Industrial) por estar diretamente relacionada a um
produto com caracteristicas de um meio geografico especifico (SECRETARIA DA
AGRICULTURA E DO ABASTECIMENTO, 2020).

No Brasil, o Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento (MAPA) é o
responsavel por regulamentar a qualidade do mel comercializado em territério
nacional fazendo uso da normativa 11, de 20 de outubro de 2000 - Regulamento
Técnico de ldentidade e Qualidade do Mel. Esta normativa estabelece exigéncias
sobre as qualidades fisico-quimicas do produto através de andlises tradicionais
como a do teor de umidade, pH e acidez tituldvel, cor, cinzas e minerais, aglcar
redutor, atividade diastica, hidroximetilfurfural (HMF), soélidos insollveis,
conteldo de pdlen e sacarose aparente (BRASIL, 2000).

Em contrapartida as analises tradicionais, as analises instrumentais rapidas
sdo fundamentadas no desenvolvimento da microeletronica e no avanco e
popularizacao de novas tecnologias computacionais. As principais vantagens das
metodologias de andlise rdpida sdo o baixo custo, intervalos de tempo de analise
consideravelmente curtos, obten¢do de grande numero de informagdes com um
numero pequeno de amostras, entre outros (FERREIRA, 2015).

A definicdo de nariz eletronico é dada como sendo um equipamento composto
basicamente por diferentes sensores quimicos, controlador de temperatura,
gerador termoelétrico para aquecimentos e resfriamento do sistema e uma placa
de desenvolvimento (hardware). Esse é capaz de examinar os volateis e, assim,
identificar e discriminar determinadas amostras (MAKIMORI, 2018).

Desde o inicio da crescente sofisticacdo das técnicas instrumentais de andlises
quimicas, surgiu necessidade de metodologias de tratamento de dados mais
eficientes. Nesse contexto, a quimiometria consiste na aplicacdo de métodos
matemadticos e estatisticos visando o planejamento e selecdo de condicBes
formidaveis para experimentos e obtencdo de medidas. Além disso, a
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guimiometria tem por objetivo a extracdo da maior parte possivel de informacgdes
quimicas, otimizar processos/experimentos, realizar andlises exploratérias dos
dados, entre outros. Desta forma, houve expressiva melhoria no meio laboratorial,
uma vez que a diminui¢do no uso de reagentes, tempo de analise e impericia foram
consideraveis (FERREIRA, 2015; FERREIRA et al., 1999; SENA et al., 2000).

O objetivo deste trabalho foi fazer uso conjunto do nariz eletrénico lab-made,
desenvolvido em trabalhos anteriores, para realizar andlises em amostras de mel
origindrias de diferentes cidades do estado Parand e Santa Catarina, e de métodos
guimiométricos a fim de discriminar as amostras da cidade de Ortigueira-PR.

MATERIAL E METODOS

As cento e sete amostras de mel foram cedidas pelo Instituto Agronémico do
Parana (IAPAR) de Londrina — PR e sdo origindrias de vinte e trés municipios
distribuidos nas regides norte, centro-leste e sul do estado do Parana e de dois
municipios do nordeste do estado de Santa Catarina, coletadas nos anos de 2010
e 2011. O IAPAR também disponibilizou dados de andlises tradicionais realizadas
com as amostras de mel como umidade, atividade diastasica, hidroximetilfurfural,
condutividade elétrica, acucar redutor, agucar total, acidez livre, acidez lactonica,
acidez total, pH, prolina e cor.

O nariz eletrénico lab-made utilizado foi desenvolvido por Makimori (2018) e
tem em sua composi¢cdo sensores metal-oxido-semicondutor (MOS), uma placa de
desenvolvimento Arduino Mega 2560 com um microcontrolador ATMEGA 2560,
direcionada a obtencdo de dados e controle de outros integrantes. Um sensor de
temperatura LM 35 voltado a supervisdo da temperatura na camara onde sdo
injetados os gases e um circuito eletrénico de acionamento e ponte H. Uma
minibomba de vacuo (TYAP127) de 12V com capacidade maxima de bombeamento
de 7L/min para injeg¢do dos gases e duas valvulas solenoides de duas vias de % de
polegada de diametro, destinadas a inje¢do e purga da amostra, respectivamente.
Uma camara de inje¢do de gases feita em ago inox e uma fonte chaveada de 12V,
600W e 50A, destinada a converter a corrente alternada em continua para
alimentagdo de todo sistema.

Primeiramente a temperatura da camara de analise do nariz eletronico foi
estabilizada a 25°C e a vazdo escolhida para a bomba foi de 5L/min. Para a
realizagdo do aquecimento do sistema, optou-se por tempo de aquisi¢cdo de 180
segundos e tempo de pausa entre as amostras de 30 segundos. Depois de alguns
testes, preferiu-se utilizar 30 segundos de purga inicial a fim de remover algum
volatil ainda preso ao sistema interno do equipamento. Tempo de amostragem de
80 segundos, com os primeiros 20 segundos para a formacdo da linha de base e
por fim, 60 segundos de purga final voltados a remover os residuos volateis da
amostra no sistema interno do nariz eletrénico.

Para a realizacdo do headspace estético, foram pesados 10g de cada amostra
e transferidos para vials de 40mL com tampa de rosca e septo de silicone,
posteriormente levados a uma estufa sem circulacdo a 75°C. A metodologia
utilizada para formacdo do headspace foi adaptada a partir do trabalho de
Makimori (2018), o qual analisou amostras de cafés torrados comerciais. Apds uma
hora as amostras comegaram a ser retiradas sucessivamente para serem
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analisadas com o nariz eletrénico lab-made e a estufa foi mantida ligada na mesma
temperatura.

A andlise de PLS-DA foi utilizada para discriminacdo de grupos de amostras e
para evidenciar quais varidveis sdo decisivas para a discriminagdo dos grupos em
questdo. A variante do modelo PLS-DA escolhida para a discriminacdo de amostras
foi o PLS2-DA. Mais detalhes do PLS-DA e da escolha de suas variantes podem ser
encontrados em Santana et al., (2020).

Os dados oriundos das andlises tradicionais realizadas pelo IAPAR foram
utilizados para obter um modelo PLS-DA para a discriminacdo das amostras da
cidade de Ortigueira - PR das demais amostras provenientes de outras cidades.
Para esses dados foram testados dois tipos de normalizacdo, autoescalamento e
pareto. Foi optado por ndo se utilizar apenas a centragem na média devido a
heterogeneidade de escalas dos métodos tradicionais de analise.

Os dados das analises com o nariz eletrénico foram submetidos a um pré-
tratamento visando a correcdo de linha base e alisamento do sinal. Foram testados
guatro métodos de transformacado do sinal: fracdo, diferenca, relativo e logaritmo.
Para o alisamento foi utilizado o método de Savitzky-Golay com um polinémio de
primeiro grau e uma janela de 15 pontos, o objetivo do alisamento foi melhorar a
razdo sinal/ruido. Especificacdes da forma como operam as transformacdes de
sinal e o alisamento citados podem ser encontrados em Ferreira, (2015).

Para a entrada de dados do nariz eletrénico nos modelos PLS-DA foram
testadas duas abordagens: (i) as curvas transientes dos sensores foram
concatenadas formando um Unico vetor linha de sinal para cada amostra e (ii) a
variagdo maxima do sinal, a area total abaixo das curvas, a inclinacdo de adsorc¢do
e a inclinacdo de dessorcdo de cada sensor foram concatenadas para formar um
vetor linha para cada amostra. A abordagem (i) considera o sinal transiente dos
sensores e a abordagem (ii) as caracteristicas estaticas das curvas de cada sensor.

O algoritmo Kennard-Stone foi utilizado com o objetivo de separar as amostras
em um grupo de calibracdo (AC) com amostras que representassem toda a
variabilidade dos dados para a constru¢ao dos modelos e um grupo com amostras
para previsdo (AP) para validar os modelos obtidos. O grupo das amostras de
calibragdo (AC) foi composto por 2/3 das 107 amostras (71 amostras) e o grupo de
previsdo (AP) com as amostras restantes, 1/3 (36 amostras).

Foi utilizada a validagdo cruzada 5-fold para estimar o nimero mais adequado
de variaveis latentes (LVs), ou seja, que apresentasse menor raiz quadrada do erro
quadratico médio de validacdo cruzada (RMSECV) e maior percentagem de
classificacdo correta de validagdo cruzada (PCCCV).

Também foi feita avaliacdo da existéncia de amostras anGmalas (outliers) com
a estatistica Q (residuos quadraticos da matriz X) e T?(Hotelling) no conjunto das
amostras. Com esse método de avaliagdo de outliers as amostras que
apresentaram, simultaneamente, valores de Q e T? de Hotelling superiores aos
valores criticos sdo consideradas anémalas com 95% de confianca Santana et al.,
(2020).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As figuras de mérito dos melhores modelos PLS-DA estdo apresentadas na
Tabela 1. O modelo PLS-DA com trés variaveis latentes (LVs) usando os dados das
anadlises tradicionais obteve 88,57% de classificacdo correta para o conjunto de
previsdo usando-se a normalizacdo do tipo pareto. As amostras analisadas
apresentam uma grande diferenca de composi¢do quimica devido a variabilidade
de cor e de flora utilizada pelas abelhas. Assim, a porcentagem de classificagao
correta indica uma diferenciacdo importante nas amostras de Ortigueira levando-
se em conta essa grande variabilidade intrinseca do conjunto amostral.

Tabela 1 — Melhores modelos PLS-DA para a classificagdo dos méis usando dados fisico-
quimicos (analises tradicionais) e dados obtidos pelo nariz eletrénico lab-made.

Analises Sinal Transiente dos | Caracteristicas estaticas
Tradicionais sensores dos sensores
Pré-tratamento - Diferenca Logaritmo

Normalizagdo Pareto Centrar na média Pareto

LV 3 7 4
RMSEC 0,3855 0,2602 0,3888
PCCC 81,43 92,06 82,61
AUCC 0,8059 0,9809 0,9159
RMSEP 0,3081 0,3833 0,3655
PCCP 88,57 80,00 81,82
AUCP 0,9394 0,9048 0,9421
VARX 0,7223 0,9837 0,9592
VARY 0,3103 0,6785 0,3198

AC 70 63 69

AP 35 30 33

* LV — Varidveis latentes; RMSEC — Raiz Quadrada do erro quadratico médio de calibracdo;
PCCC — Porcentagem de classificacdo correta de calibracdo; AUCC — Area abaixo da curva
de calibragdo; RMSEP — Raiz quadrada do erro quadratico médio de previsdo; PCCP —
Porcentagem de classificacdo correta de previsdo; AUCP — Area abaixo da curva de
previsdo; VARX — Variancia relacionada a varidvel X; VARY — Variancia relacionada a varidvel
Y; AC — Amostras de calibragdo; AP — amostras de previsdo. Fonte: Autoria propria (2020).

Para compreender a classificagdo realizada pelo modelo PLS-DA é importante
a analise dos coeficientes de regressdo atribuidos para cada varidvel. Na
constru¢do do modelo, aos méis de Ortigueira é atribuido o valor 1 e aos méis de
outras cidades o valor 0. Assim, os coeficientes positivos elevam as respostas de
saida do PLS-DA, enquanto os coeficientes negativos reduzem as repostas.

Na Figura 1 é possivel notar que os maiores coeficientes positivos foram das
anadlises de umidade, agucar redutor e luminosidade, ou seja, esses parametros, de
acordo com o modelo, sdo mais elevados para as amostras de Ortigueira. Jd o
hidroximetilfurfural, condutividade elétrica, absorbancia a 635 nm e a* (verde-
vermelho) apresentaram os maiores coeficientes negativos, logo, esses
parametros sdo mais elevados para as amostras das outras cidades.

Péagina | 5



£ gg 5 5 X Seminario de Extens&o e Inovagao
\\ XXV Seminério de Iniciagdo Cientifica e Tecnolégica
S I CI TE 23 a 27 de Novembro | Toledo - PR b8 LM

UTFPR - CAMPUS TOLEDO CAMPUS TOLEDO

Figura 1: Coeficientes dos modelos PLS-DA para os dados fisico-quimicos. UM — umidade;
AR —agucar redutor; L* - luminosidade; HMF — hidroximetilfurfural; CE — condutividade
elétrica; C635 - absorbancia a 635 nm; a* - verde-vermelho.
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O resultado obtido através da analise dos coeficientes do modelo PLS-DA
estd de acordo com Scholz et al., (2020) que estudaram a indica¢do da origem
geografica dos méis de Ortigueira utilizando métodos fisico-quimicas e andlise
multivariada. Neste trabalho, também foi concluido que ao comparar os méis de
Ortigueira com os méis de outras cidades, era possivel observar uma diferenca
significativa em varias andlises tradicionais, entre elas, L*, a*, HMF, C635, CE. Os
mesmos autores indicam que a diferenca nos teores de HMF sdo indicadores de
manejos apicolas diferentes. Ja os menores valores médios de C635 e altos valores
de L* estdo associados a uma coloracdo mais clara dos méis de Ortigueira.

Com relacdo ao sinal transiente dos sensores do nariz eletrénico (Tabela 3)
fica evidente que o método da diferenca combinado com a normalizagdo centrar
na média obteve o maior percentual de classificagdo correta de previsdo, 80,00%.
J4 para as caracteristicas estdticas dos sensores, nota-se que o maior percentual
de classificagdo correta foi obtido para o pré-tratamento logaritmo combinado
com o método pareto de normalizagao, 81,82%.

Comparando as percentagens de classificagdo correta de previsdo das
anadlises feitas com o nariz eletrénico com a percentagem das analises tradicionais
é possivel notar um desempenho similar do nariz eletronico. As analises
tradicionais obtiveram um resultado ligeiramente melhor, entretanto, quando se
leva em consideragdo o tempo de execug¢do e o valor dessas analises o
desempenho de classificacdo do nariz eletronico lab-made se torna muito plausivel
por conta de suas vantagens, como um curto tempo de preparacdo de amostras,
menor tempo analise, baixo custo de construcdo do equipamento e de preparacao
de amostras.

Foi feita a andlise dos coeficientes do melhor modelo obtido para os dados
do nariz eletrénico e os resultados estdo representados na Figura 2. Pode-se notar
que as amostras de Ortigueira foram mais diferenciadas, com as caracteristicas
estaticas do sensor MQ136 da area total abaixo da curva, inclinagdo de dessorc¢do
e variacdo maxima do sinal. Por outro lado, as amostras de outras cidades foram
mais diferenciadas por conta da inclinacdo de adsor¢do no sensor MQ2, inclinacdo
de dessorc¢do no sensor MQ138 e variagdo maxima do sinal nos sensores MQ137 e
MQ138.
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Figura 2: Coeficientes dos modelos PLS-DA para os dados do nariz eletrénico
(caracteristicas estacionarias dos sensores). A — area total abaixo da curva; ID — inclinacdo
de dessorcdo; M — variacdo maxima do sinal; IA —inclina¢do de adsorcao.
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Fonte: Autoria prépria (2020).

CONCLUSAO

A discriminacdo das amostras de mel da cidade de Ortigueira com o nariz
eletronico lab-made apresentou um resultado satisfatério com percentagens de
classificacdo correta de previsdo, tanto para o sinal transiente quanto para as
caracteristicas estaticas dos sensores, proximas da percentagem de classificacdo
correta das andlises fisico-quimicas tradicionais.

Além da boa capacidade de discriminacdo geogréfica outros dois fatores
importantes nas analises com o nariz eletrénico sao o baixo custo e curto tempo
de anadlise. Enquanto a realizacdo das andlises tradicionais pode levar meses,
aplicando o método de andlise rdpida o tempo é reduzido para dias.

A melhor combinacdo de pré-tratamento e modelo de normalizacdo para os
sinais transientes e as caracteristicas estaticas dos sensores foram,
respectivamente, método de diferenca com centralizacdo na média e método
logaritmo normalizado com pareto.

O PLS-DA com o método pareto de normalizacdo mostrou que a diferenca
entre as andlises tradicionais do teor de umidade, agucar redutor, luminosidade,
hidroximetilfurfural, condutividade elétrica, absorbancia a 635 nm (C635) e a*
(verde-vermelho) foram os parametros mais importantes para diferenciar os méis
de Ortigueira dos méis de outras cidades.

Por outro lado, o PLS-DA com o mesmo método de normalizagdo, porém
utilizando as caracteristicas estaticas dos sensores, mostrou que a diferenca na
area total abaixo da curva, inclinacdo de dessorc¢do, variagdo maxima do sinal no
sensor MQ136 foram importantes para a discriminagdo dos méis de Ortigueira.

AGRADECIMENTO
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