' Revista Brasileira de Agrotecnologia [ CONGRESSO

V. 11, N° 2, p. 895-900, ANO 2021 ( W BRASILETIRO ONLINE
Garanhuns, PE, Grupo Verde de Agroecologia e Abelhas p@ﬁ DE CIENCIAS DOS
https://www.gvaa.com.br/revista/index.php/REBAGRO/index ALIMENTOS

REBAGRO DOI: 10.18378/REBAGRO.V1212.8897

REDES NEURAIS ARTIFICIAIS E ESPECTROSCOPIA FTIR-ATR APLICADAS EM PERFIS
PEPTIDICOS PARA IDENTIFICACAO DE ORIGEM DE QUEIJO COALHO

Artificial neural networks and FTIR-ATR spectroscopy applied to peptide profiles for identification of the origin of
Coalho cheese

Larissa Kauly Rosa SILVA?, Josane Cardim de JESUS?, Rebeca Rodrigues Vieira ONELLI®, Leandro Soares
SANTOS*, Sibelli Passini Barbosa FERRAQ®

RESUMO

O objetivo deste estudo foi utilizar o Infravermelho com Transformada de Fourier-Reflectancia Total Atenuada (FTIR-ATR)
combinado com as Redes Neurais Artificiais para identificar e classificar a origem de queijos com base no perfil peptidico. Os
peptideos foram extraidos de queijos Coalho coletados de diferentes regides da Bahia-Brasil, oriundos de sete laticinios distintos.
As amostras foram analisadas no equipamento FTIR-ATR e 18 bandas principais foram observadas nos espectros obtidos. Foi
aplicada a ferramenta quimiométrica RNA para analise multivariada dos dados. Foram observadas cinco principais regifes
espectrais dos peptideos referentes as amidas A, B, I, 1l e 111, regides que foram utilizadas para a classificacdo das amostras. Com
a associagdo do FTIR-ATR ao RNA observou-se uma classificacdo satisfatéria das amostras, principalmente dos peptideos dos
queijos oriundos do Extremo Oeste e Sul, que possuem caracteristicas edafocliméticas distintas e apresentaram maior e menor
absorcdo espectroscopica, respectivamente, sendo obtidas taxas de classificacdo de até 100% na etapa de validacdo e
RMSE=0,0048. Assim, a associacdo do RNA com o FTIR-ATR podem ser Uteis para discriminar queijos Coalho de diferentes
origens, além disso, demonstraram ser ferramentas analiticas rapidas e valiosas na diferenciacdo e na investigagéo da origem de
queijos, podendo ambos serem usados como um método de triagem eficiente para autenticacéo destes produtos.

Palavras-chave: Quimiometria. Multivariada. Analise protedmica. Infravermelho médio

ABSTRACT: The aim of this study was to use the Infrared with Fourier Transform-Attenuated Total Reflectance (FTIR-ATR)
combined with Artificial Neural Networks to identify and classify the origin of cheeses based on the peptide profile. The peptides
were extracted from Coalho cheeses collected from different regions of Bahia-Brazil, from seven different dairy products. The
samples were analyzed in the FTIR-ATR equipment and 18 main bands were observed in the obtained spectra. The chemometric
tool RNA was applied for multivariate analysis of the data. Five main spectral regions of the peptides related to amides A, B, I,
Il and 111 were observed, regions that were used for the classification of the samples. With the association of FTIR-ATR with
RNA, a satisfactory classification of the samples was observed, mainly of the peptides of cheeses from the Far West and South,
which have distinct edaphoclimatic characteristics and presented higher and lower spectroscopic absorption, respectively, with
classification rates being obtained up to 100% in the validation step and RMSE = 0.0048. Thus, the association of RNA with
FTIR-ATR can be useful to discriminate Coalho cheeses from different origins, in addition, they have proved to be fast and
valuable analytical tools in differentiating and investigating the origin of cheeses, both of which can be used as a method of
efficient screening for authentication of these products.
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INTRODUGAO

A autenticidade e rastreabilidade dos alimentos tem
surgido na area da quimica e ciéncia dos alimentos como
assuntos importantes em relacdo a seguranca, qualidade e
tipicidade dos alimentos. Além disso, nos Gltimos anos, o
interesse do consumidor em produtos tradicionais vem
crescendo, assim, a identificacdo da origem geogréafica é uma
parte essencial de rastreabilidade de alimentos (SANTOS et al.,
2017).

O queijo Coalho é um dos mais tradicionais queijos
brasileiros conhecidos, fabricado em todo o Nordeste e ocupa
uma posicdo de destaque quando comparado com outros
produtos regionais devido a sua aceitabilidade e grande valor
comercial (FONTENELE et al., 2017).

A origem do queijo Coalho pode ter relacdo com as
condicBes edafoclimaticas, com o tipo de matéria-prima
utilizada, com o uso de ingredientes e processos especificos, os
quais sofrem influéncia de questfes locais e podem atribuir um
conjunto de caracteristicas ao produto que se referem a
esséncia territorial, que determinam o seu terroir (JABRI et al.,
2020) e podem afetar os teores de gordura, pH e atividade de
agua do queijo, aspectos que podem influenciar a sua atividade
enzimaética e gerar peptideos especificos.

Durante a producdo e maturagdo dos queijos ocorre a
degradacdo da matriz de caseina, que produz uma variedade de
peptideos e aminoéacidos livres. A protedlise € o processo
bioguimico complexo que, no queijo Coalho, ocorre devido
microbiotas  especificas compostas por lactobacilos,
lactococcus, estreptococos e enterococos, agentes proteoliticos
enddgenos ativos como enzimas (plasminas), coalho
(quimosina ou pepsina) ou enzimas liberadas por
microorganismos iniciadores. Este processo enzimatico €
responsével por caracteristicas organolépticas especificas
como sabor levemente &cido, alto teor de umidade, textura
macia, pouco elastica, além de dureza e mastigabilidade
reduzida e o ndo derretimento. Além disso, sdo responsaveis
pelo desenvolvimento do sabor e gostos basicos do queijo,
devido ao fendmeno de protedlise priméria que envolve a
formacdo de peptideos de alto peso molecular (insoltveis em
agua) e peptideos sollveis em agua, de menor tamanho
(SILVA et al., 2016).

A classificacdo de queijos de acordo com o perfil de
peptideos tem sido promissor para a verificar marcadores que
sejam capazes de auxiliar na verificacdo da sua autenticidade,
tanto por meio do monitoramento do tempo de maturacdo de
queijos, pela deteccdo de fraudes ou também pela
diferenciacdo dos queijos de acordo com o local de onde foi
originado (ANDRADE et al., 2018; GONCALVES et al.,
2016; ROCCHETTI et al., 2018).

A espectroscopia de infravermelho médio é uma técnica
experimental interessante para avaliar micropropriedades de
alimentos devido a sua alta especificidade, além disso, tem se
mostrado uma ferramenta valiosa para a avaliacdo da
conformacao de proteinas e com o desenvolvimento do método
de infravermelho com Transformada de Fourier — Reflectancia
Total Atenuada (FTIR-ATR) para aquisicdo e processamento
de dados de forma répida e confiavel, tornou-se mais vidvel a
analise da estrutura secundéria de polipeptideos e proteinas
(GLASSFORD et al., 2013).

A espectroscopia FTIR-ATR reflete a medida do
comprimento de onda e a intensidade da absorcdo da radiagdo
infravermelha e dados espectrais refletem as vibragdes das
unidades estruturais dos polipeptideos e proteinas, que dao
origem as bandas de absor¢do caracteristicas, como as regides
das amidas. E uma técnica que apresenta vantagens em relagdo
a técnicas convencionais devido a execucado rapida e precisa na
obtencdo dos resultados, especialmente, quando associada a
quimiometria (LEITE et al., 2019).

A quimiometria é uma ferramenta poderosa que
transforma dados em informagdes (teis por meio da reducédo da
complexidade e sumarizacéo dos dados, o que no caso de dados
espectrais, que possuem informagdes quimicas complexas, a
aplicacdo da andlise multivariada é ainda mais assertiva
(MEDINA et al., 2019).

As redes neurais artificiais (RNA) tem sido
frequentemente utilizadas em alimentos para fins de
classificacdo e autenticacdo, a exemplo de queijos
Parmeggiano-Regiano (CEVOLI et al., 2013), queijos italianos
Ossolano (BARILE et al. 2006) e queijos Minas Tradicional
(SANTOS et al. 2017) que foram discriminados de acordo com
sua origem geografica usando RNA, com mais de 90% de
classificacdo correta. No entanto, até entdo, ndo h& nenhum
estudo aplicando FTIR-ATR e RNA para determinar a origem
de queijo Coalho.

Assim, este estudo trata da aplicagdo das Redes Neurais
Artificiais e da espectroscopia FTIR-ATR em perfis peptidicos
para classificar os queijos Coalho para a sua identificacdo de
origem.

MATERIAL E METODOS

Amostras de queijo Coalho foram obtidas de quatro
regides do Estado da Bahia, Brasil: Sul (n=10), Extremo Oeste
(n=20), Nordeste (n=10) e Centro Sul (n=30), que apresentam
diferentes caracteristicas climéticas e distintos biomas (IBGE,
1990; Embrapa, 2014). Os queijos foram oriundos de sete
laticinios produtores, registrados pela Agéncia de Defesa
Agropecuéria da Bahia (ADAB), totalizando 70 unidades
experimentais.

As amostras foram coletadas individualmente,
transportadas em caixas térmicas e mantidas sob refrigeracéo a
6 °C por 20 dias consecutivos e no vigésimo dia de refrigeragdo
estas foram congeladas a -20 °C até o momento das analises,
para padronizagdo de reagdes proteoliticas.

A avaliacdo dos peptideos ocorreu ap6s a extra¢do dos
Peptideos SolGveis em Agua (PSA), a qual foi realizada
segundo a metodologia adaptada de Goncalves et al., (2016).
Os peptideos liofilizados (0,5g) foram submetidos a analise
espectroscopica utilizando o espectrémetro Infravermelho com
Transformada de Fourier com Reflex&o Total Atenuada (FTIR-
ATR) AgilentCary® 630 (Agilent Technologies Inc., Santa
Clara, CA, USA) e os espectros foram obtidos sob a faixa do
infravermelho médio (4000 cm* a 600 cm'?), resolucdo de 4
cm, 64 scans e leitura através do cristal de diamante (20 °C +
2 °C). A leitura foi realizada através do cristal de diamante
ATR, sendo obtido o espectro apds 30 segundos de analise. As
méaximas absorbancias foram utilizadas como variaveis para a
andlise estatistica (SILVA et al., 2020).

Foram desenvolvidas as Redes Neurais Artificiais para a
classificacdo da origem dos queijos. Para a sua aplicacdo, os
dados foram aleatorizados utilizando o algoritmo Kennard-
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Stone, divididos em dois grupos (70% para o treinamento e
30% para validagdo), normalizados entre 0 e 1 e aplicadas 500
iteracOes até a escolha da melhor arquitetura. Foi escolhida a
metodologia supervisionada, denominada perceptrons de
multicamadas e utilizadas conexdes “feed-forward” com
parametros variando de -1 a 1. A funcéo de ativacdo utilizada
foi do tipo tangente hiperbélica e o algoritmo de treinamento
utilizado foi o Resilient Propagation, versdo aprimorada do
Backpropagation, que tornou o processo de convergéncia mais
eficiente e robusto (CONCEICAO et al., 2019).

As redes foram formadas por 18 neurdnios de entrada (18
variaveis/18 bandas) e duas camadas ocultas, que variaram de
10 a 50 neur6nios. Na camada de saida continham 4 neurdnios
correspondentes as regides de origem dos queijos: Sul (A),
Extremo Oeste (B), Nordeste (C), Centro Sul (D). A escolha
do nimero de neurdnios em cada camada oculta e da rede que
apresentou melhor arquitetura foi baseada na minimizacéo da
raiz do RMSE (Root Mean Square Errors) e maximizacao da
taxa de classificagdo ou classificagdo correta de cada grupo, o
que refletem a capacidade da rede de diferenciar e classificar
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os grupos (Eqg. 1) (SILVA etal., 2020). Foi utilizado o software
Java Neural Network Simulator, JavaNNS, versdo 1.1, para
realizacdo dos procedimentos matematicos e estatisticos
necessarios.

RMSE = % N (g — Xp)? (1)

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos espectros obtidos por FTIR-ATR (4000-600 cm™)
dos peptideos dos queijos Coalho foram observadas cinco
regibes principais: amidas A e B (YE et al., 2017), |
(GLASSFORD et al., 2013), Il (PAX et al., 2019) e Il
(GOORMAGHTIGH et al., 2006), onde foram identificadas 18
bandas com intensidades distintas de acordo com a origem dos
queijos (Figura 1)
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Amida Ill

T
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Figura 1 — Espectros brutos obtidos do FTIR-ATR dos Peptideos Solveis em Agua (PSA) extraidos de queijos Coalho de

diferentes origens da Bahia (900 a 3800 cm™).

O espectro no infravermelho médio reflete a interacéo da
radiacdo eletromagnética com a matéria, gerando movimentos
vibracionais Unicos resultantes da absorcdo de energia das
ligagbes dos grupos funcionais dos peptideos que
correspondem a uma “impressdo digital”, cuja intensidade das
bandas reflete a quantidade dos mesmos (GLASSFORD et al.,
2013).

As proteinas dos queijos e suas fracdes sofrem
degradacdes, processo denominado de protedlise, que consiste
na quebra de sua estrutura tridimensional e, consequentemente,
em mudancas conformacionais, dando origem a peptideos de
menor massa molecular e aminoécidos livres (SILVA et al.,
2016).

O tipo e a quantidade dos peptideos gerados nos queijos
podem variar em decorréncia das diferentes condicBes
climaticas de cada regido, do solo e da forragem ofertada aos
animais que podem levar a variagdes relacionadas a sua
microbiota e as enzimas, naturalmente presentes no leite, ou
também, fermentos lacteos adicionadas para coagulagdo do
leite na etapa de producdo, o que pode afetar a umidade, acidez
e atividade de &gua (aw), que influenciam a atividade
enzimatica, e consequentemente, a especificidade e a natureza
dos peptideos, ocasionando diferentes perfis espectroscopicos
dos queijos por origem (FONTENELE et al., 2017).

A regido do Extremo Oeste apresentou maior absorcao
espectral (Figura 1) e possui como bioma o cerrado onde ha a
predominancia de clima quente e seco, que influencia na
qualidade da forragem ofertada aos animais bem como no leite
utilizado para a producéo dos queijos, podendo ter relacdo com
maior acidez e atividade de agua. Os peptideos dos queijos do
Sul, regido litorénea e de mata apresentaram menor absorcéo
espectroscopica, possivelmente, pela influéncia da menor aw, e
consequentemente, menor atividade enzimatica devido a baixa
disponibilidade de &gua livre para as reacfes de quebra das
proteinas.

O estudo do comportamento espectral dos peptideos do
queijo implica na avaliacdo da sua estrutura secundaria e dos
seus aspectos conformacionais. Na Tabela 1 foram
apresentadas as regides espectrais de absor¢do dos peptideos
que evidenciaram a discriminacdo entre as amostras bem como
as suas respectivas associacdes.

A regido entre 3030-3500 cm, em queijos, corresponde
a vibracdo de hidroxilas (O-H), no entanto, os peptideos
liofilizados originaram as amidas A e B em 3290,35 cm™ e
3068,12 cm™, respectivamente, relacionadas com as vibragGes
de estiramento simétrico e assimétrico das ligacdes de N-H,
além disso, ambas as amidas refletem a estrutura secundéria
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das proteinas e estdo correlacionadas com o conteldo da
estrutura a-hélice.

Tabela 1 — Bandas e associacOes de grupos funcionais e estruturas secundarias das proteinas dos queijos

Grupo

Ndmero de onda (cm™) Associagdo . Estrutura Secundéria Referéncia
Funcional
3290,35 Amida A . Goormaghtigh et al., 2006;
3068,12 Amida B N-H o-helice Yeetal., 2017
Wang et al., 2011;
1654.86: 1647 88: 1636,29: . c=0 a-hélice: 1654,86 Glassford et al., 2013;
1629 94 1618.99 Amida | C=H folhas B: 1636,93; Pax et al., 2019;
e ' - 1629,94 Leite et al., 2019;
Andrade et al., 2018
1577,99; 1570,77; 1560,99; Amida Il i Goormaghtigh et al., 2006;

1541,89; 1534,90; 1527,91, g_“
1523,95; 1517,89; 1508,81

1320,36, 1240,43 Amida 11

a-hélice: 1541,89 Pax et al., 2019;
Leite et al., 2019;
a-hélice: 1320,36 Goormaghtigh et al., 2006;

folhas B: 1240,43

As amidas | e Il sdo as bandas mais proeminentes da
espinha dorsal dos peptideos, consideradas mais sensiveis as
variagdes proteicas e aos componentes estruturais secundarios
da proteina (YE et al., 2017). A amida | surgiu entre 1654,86-
1618,99 cm? e se deve, principalmente, as vibragdes de
estiramento das ligacGes peptidicas C=0/C=H (PAX et al.,
2019). A amida Il foi observada em 1320,36 cm™ e 1240,46
cm? e estdo associadas as vibracdes das ligacdes do C-N e
reflete a estrutura a-hélice dos peptideos (GOORMAGHTIGH
et al., 2006)

Queijos como Cheddar, Gouda, Pecorino e queijo
Manteiga (ANDRADE et al., 2018; LEITE et al., 2019) tem

apresentado destaque na avaliagdo da estrutura secundéria das
proteinas e, no presente estudo observou-se a separacao entre
0s queijos, sendo aqueles do Sul com estruturas menos
helicoidais e com estruturas de folhas p mais reduzida que as
demais.

As RNA aplicadas aos dados espectrais do PSA dos
queijos permitiram a classificagdo da autenticidade da origem
das amostras (Tabela 2). Os neurdnios das camadas
intermediérias foram escolhidos baseados nas configuracfes
que apresentaram menores RMSE (treinamento e validagdo) e
maiores percentuais de acertos de classificagdo, apresentando
50 e 20 neurdnios na 12 e 2% camada oculta, respectivamente.

Tabela 2 — Arquiteturas de Redes Neurais Artificiais testadas, Root Mean Square Error (RMSE) para validacéo e taxas de

classificacdo dos PSA dos queijos Coalho de diferentes origens.

NE Cgé?ﬁg ass NS RMSE Taxas de Classificagdo (T/V)* (%)

12 22 A B C D
18 30 30 4 0,0721 100/100 92,31/100 85,71/100 90,91/100
18 40 10 4 0,1326 85,71/ 100 76,92 /100 71,43 /66,67 86,36/88,89
18 40 20 4 0,2328 100 /66,67 92,31 /100 85,71/ 66,67 90,91/ 88,89
18 40 30 4 0,2241 100/100 92,31 /100 71,43 /100 95,45/ 100
18 40 40 4 0,2331 85,71/ 100 92,31/83,33 85,71/66,77 81,82 /88,89
18 50 40 4 0,0488 100/100 100/100 85,71/ 100 95,45/ 100
18 50 30 4 0,0707 100/ 100 92,31 /100 85,71/100 81,82 /100
18 50 20 4 0,0694 100/100 92,31/100 71,43 /100 81,82 /100
18 50 10 4 0,1485 100/100 92,31/100 85,71 /66,67 95,45 / 88,89

NE=Neurbnios de entrada; NS=Neurdnios de saida; *Treinamento/Validacdo; Mesorregides A: Sul; B: Extremo Oeste; C: Nordeste; D:
Centro Sul

O sucesso do modelo de classificacdo foi avaliado de
diferentes formas: (a) pela capacidade de classificacdo, de
acordo com o percentual de acertos e pela (b) minimizacéo do
RMSE. A rede de melhor configuracdo apresentou um
RMSET=0,1153 (treinamento), RMSEV=0,0488 (validacdo) e
100% de taxa de classificacdo na etapa de validacdo para os
grupos analisados, com destaque para as amostras da regido Sul
e Extremo Oeste, as quais apresentaram melhores taxas
classificacdo, sendo possivel observar que esta técnica

viabiliza a separagdo de sistemas ndo lineares, com grande
complexidade.

O processo de aprendizagem da rede ocorreu de forma
efetiva, uma vez que, na fase inicial, 0o RMSET apresentou-se
menor que 0 RMSEV e ambos reduziram ligeiramente apos as
primeiras iteragBes, se tornaram constantes, e ao final o
RMSEV tornou-se menor que o RMSET sendo capaz de
discriminar corretamente as amostras em seus verdadeiros
grupos na etapa de validacdo
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Resultados semelhantes ao presente estudo foram obtidos
por Cevoli et al. (2013), que aplicaram RNA para
discriminagdo de queijos Parmigiano-Reggiano com DOP
(Denominagdo de Origem Protegida), em que a técnica
mostrou-se eficiente para esta discriminagdo, obtendo
classificacdo correta entre 95,5% e 96,7% na etapa de
validacdo. A combinacgdo do FTIR-ATR com a RNA também
foi aplicada por Guerra et al. (2014) para diferenciar este
mesmo tipo de queijo com base nas dietas animais ofertadas,
com precisao superior a 93%.

Cevolietal. (2011) ao aplicar uma rede com 19 neurénios
de entrada, 2 a 10 camadas na primeira camada oculta e 3
neurdnios de saida, apesentaram valores de RMSE entre 0,024
a 0,028 e 100% de taxa de classificacdo para os dados de
treinamento e validacéo.

Assim, a combinacdo das técnica espectroscopica FTIR-
ATR associada as RNAs se mostraram eficiente quanto a
classificacdo dos queijos Coalho. As RNA apresentam a
capacidade de aprendizagem e de melhorar, a cada iteragéo, o
desempenho da rede formada, permitindo a criacdo de um
modelo poderoso baseado em uma analise rapida, o que pode
ser vantajoso no controle de qualidade de produtos tradicionais
como o queijo Coalho.

CONCLUSOES

O presente estudo gerou dados importantes para a
identificacdo da origem de queijos Coalho e as RNAs
obtiveram boas taxas de classificagdo na discriminacéo e
classificacdo das amostras, obtendo baixas taxas de erro, sendo
a combinacgdo da espectroscopia no infravermelho médio com
a andlise quimiométrica ferramentas analiticas rapidas e
valiosas na investigagéo da origem deste produto, podendo ser
usado como um método de triagem eficiente.
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