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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a caracterizacdo e eficicia de diferentes técnicas da
espectroscopia de fluorescéncia na deteccéo de adulteracdes em formulacdes de Whey Protein
concentrado (WPC) em pd, a partir de sua mistura com substancias de diferentes origens.
Foram estudados dois diferentes lotes de WPC provenientes do mesmo fornecedor.
Adulteracbes foram realizadas a partir da adi¢do individual de Cafeina (Tratamento 1),
Creatina (Tratamento 2) e Lactose (Tratamento 3) a 30% (m/m) em WPC e submetidas as
andlises de espectroscopia de fluorescéncia estacionaria e resolvida no tempo, utilizando-se 0s
comprimentos de onda de excitacdo de 275 e 335 nm. Quando excitadas a 275 nm, as
amostras apresentaram pico de emissdo a 335 nm aproximadamente, com uma banda de
emissdo em torno de 380 nm, caracteristica apenas na amostra contendo cafeina, enquanto
lactose e creatina ndo induziram alteragdes no espectro do WPC. Quando excitadas a 335 nm,
as amostras apresentam picos de emissao com maximo em 425 e 470 nm, sem diferenciacdo
por simples observacdo do espectro. Andlise da distancia Euclidiana evidenciou que, quando
excitadas a 275 nm, os espectros completos dos tratamentos 2 e 3 foram semelhantes ao
Controle 1 enquanto o Tratamento 1 foi diferente. Ja na excitacdo a 335 nm todos 0s espectros
foram semelhantes. Analise de Componentes Principais (PCA) confirmou a diferenciacdo do
Tratamento 1 a 275 nm mas foi inconclusiva com a excitacdo de 335 nm, porém determinou
pontos de interesse para estudos das derivadas dos espectros. Com as derivadas, foi possivel a
diferenciacdo entre os Tratamentos 2 e 3 nos dois comprimentos de onda, com enfoque em
comprimentos de ondas especificos que podem ser decisivos na diferenciacdo das
adulteracdes. Em relacdo a espectroscopia resolvida no tempo, o Tratamento 1 demonstrou
valores da intensidade média do tempo de vida de emissdo superior aos tratamentos 2 e 3 nos
dois comprimentos de onda de excitacdo empregados. A adulteracdo com cafeina foi realizada
na amostra Controle 2 e foi observado resultado semelhante quando comparada ao Controle 1.
De maneira geral, a aplicacdo das técnicas de espectroscopia de fluorescéncia estacionaria e
resolvida no tempo possibilitou a caracterizacdo das amostras utilizadas no estudo. Além
disso, possibilitou a observacdo de diferencas entre as amostras controles e aquelas
adulteradas, especialmente a adicionada de cafeina e excitada no comprimento de onda 275
nm, com ajuda de ferramentas matematicas. Os resultados aqui obtidos corroboram com o
fato de que as técnicas empregadas podem ser importantes na deteccdo de fraudes em
produtos lacteos.

Palavras-chave: Whey Protein; Soro; Espectroscopia; Fluorescéncia; Fluorescéncia resolvida
no tempo.



ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the characterization and efficacy of different
fluorescence spectroscopy techniques in the detection of adulterations in formulations of
Whey Protein Concentrate (WPC) powder, from its mixture with substances of different
origins. Two different batches of WPC from the same supplier were studied. Adulterations
were performed from the individual addition of Caffeine (Treatment 1), Creatine (Treatment

2) and Lactose (Treatment 3) at 30% (w / w) in WPC and subjected to stationary fluorescence
spectroscopy and time-resolved fluorescence, using the excitation wavelengths of 275 and
335 nm. When excited at 275 nm, the samples showed an emission peak at approximately 335
nm, with an emission band around 380 nm, characteristic only in the sample containing
caffeine, while lactose and creatine did not induce alterations in the WPC spectrum. When
excited at 335 nm, the samples showed peak emission at 425 and 470 nm, without
differentiation by simple observation of the spectrum. Euclidean distance analysis showed
that, when excited at 275 nm, the complete spectra of treatments 2 and 3 were similar to
Control 1 while Treatment 1 was different. Regarding the excitation at 335 nm, all spectra
were similar. Principal Component Analysis (PCA) confirmed the differentiation of
Treatment 1 at 275 nm but it was inconclusive with 335 nm excitation, however, it
determined points of interest for spectra derivative studies. With the derivatives, it was
possible to differentiate between Treatments 2 and 3 in the two wavelengths, focusing on
specific wavelengths that can be decisive in the differentiation of adulterations. In relation to
time resolved fluorescence spectroscopy, Treatment 1 demonstrated values of the mean
emission lifetime higher over Treatments 2 and 3 at the two excitation wavelengths employed.
The caffeine adulteration was performed in the Control 2 sample and a similar result was
observed when compared to Control 1. In general, the application of stationary and time
resolved fluorescence spectroscopy techniques allowed the characterization of the samples
used in the study. In addition, it made possible the observation of differences between the
control and adulterated samples, especially the one with caffeine added and excited at the
wavelength 275 nm, with the help of mathematical tools. The results obtained here
corroborate the fact that the techniques employed may be important in the detection of fraud

in dairy products.

Keywords: Whey Protein; Whey; Spectroscopy; Fluorescence; Time-resolved Fluorescence.
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1 INTRODUCAO

No mercado tem-se uma grande procura por suplementos alimentares, em especial 0s
protéicos, objetivando a obtencdo de maior rendimento no anabolismo de proteinas por parte
dos consumidores. Dentre 0s suplementos proteicos, um dos mais bem elaborados no mercado
é 0 Whey Protein (concentrado de proteinas de soro do leite) (HARAGUCHI et al., 2006).

O Whey Protein € considerado por muitos a melhor proteina existente e é hoje, talvez
0 suplemento mais conhecido no mundo. Sua recomendacdo é comum nao sO para atletas e
praticantes de atividade fisica que procuram aumento de desempenho, mas também para
qualquer pessoa que esteja buscando uma vida mais saudavel e que esteja preocupada com a
boa forma fisica. Assim, é um produto amplamente consumido por frequentadores de
academias e afins, bem como por atletas profissionais (INMETRO, 2014).

Apesar da exigéncia rigorosa da legislacdo a garantia de qualidade destes produtos, em
2014 a Anvisa havia proibido a distribuicdo e comercializacdo de vérios lotes de Whey
Protein comercializado no territério nacional, por constatar diferencas significativas entre os
componentes presentes e as informacBes contidas nos rotulos, por deteccdo de varios
componentes adicionados ao produto e ndo declarados, como cafeina, proteinas de outra
origem que ndo lactea e carboidratos (INMETRO, 2014).

Substancias como cafeina, creatina e a lactose podem estar presentes no Whey Protein,
sem a sua devida informacdo no rétulo, tornando imprescindivel a melhoria das metodologias
para identificacdo de substancias em alimentos. De acordo com Braga (2000), a cafeina é um
alcal6ide presente de varias formas em chés, café, cacau que age sobre o sistema nervoso
central, provocando aumento no estado de vigilia, alivio de cansaco, aumento do metabolismo
e da diurese. A cafeina é utilizada em exercicios de endurance produzindo efeitos
ergogénicos, que pode ser explicado principalmente pela estimulacdo do sistema nervoso e
mobilizacdo de &cidos graxos livres. A creatina melhora o desempenho fisico para préaticas
esportivas de forma rapida apds seu consumo (BEMBEM e LAMONT, 2005), sendo muito
utilizada por praticantes de musculacdo para aumentar forca e massa muscular (SOUZA
JUNIOR et al., 2007). Segundo Medeiros e colaboradores (2010), muitos individuos
fisicamente ativos, frequentadores de academia, atletas e fisiculturistas fazem uso deste
suplemento visando melhor desempenho fisico, aumentando a capacidade trabalho e poténcia
muscular. No caso dos agucares, a lactose € o principal carboidrato do leite e se encontra no
soro em torno de 70% e no leite em p6 em torno 5% (MORIWAC, 2000). E muito usada na

industria farmacéutica como excipiente para enchimento de capsulas e compactacéo de
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comprimidos nas formulacdes (ORDONEZ, 2005), sendo um importante (e barato) composto
comumente utilizado em adulteracdes de pos.

O processo de monitoramento continuo da qualidade € uma exigéncia incontestavel da
industria de alimentos moderna e da legislac&o brasileira (JANKOVSKA, 2003). E de
responsabilidade total das empresas produtoras destes suplementos alimentares, garantir que
sejam seguros e que todas as informacdes contidas nos rétulos sejam verdadeiras, mesmo que
0 monitoramento e controle de qualidade venha gerar elevados custos para a empresa (Brasil,
2003). Para isto a inddstria tem incorporado em seus processos de analise para controle de
qualidade, métodos instrumentais rapidos e mais precisos em substituicdo as técnicas antigas.
A espectroscopia tem sido largamente utilizada para analise de substancias quimicas em
alimentos. Na espectroscopia, estuda-se a interacdo da radiacdo eletromagnética com a
matéria, determinando os diferentes niveis de energia e suas transi¢oes atbmicas e
moleculares, ndo alterando a estrutura das amostras (OLIVEIRA, 2011). Dentre as técnicas
espectroscopicas ja utilizadas estdo a espectroscopia por absorcdo/transmissdo no
infravermelho, Raman e Infravermelho por reflexéo total atenuada (ATR) (MORGANO,
2005; FERRAO, 2004).

Em estudo realizado por Karoui e Baerdemaeker (2007), foi analisado o potencial uso
de técnicas ndo destrutivas, como a espectroscopia no infravermelho pelo MIR e NIR, a
fluorescéncia e a ressonancia magnética nuclear, associadas a ferramentas estatisticas, com o
objetivo de garantir a identificacdo de substancias constituintes de produtos lacteos, de modo
a assegurar sua a qualidade. Este estudo revelou uma boa aplicabilidade destas tecnologias na
identificacdo de fraudes no leite. A espectroscopia de infravermelho foi utilizada na
identificacdo de fraudes em produtos lacteos como descrito no trabalho de Balalin e Smirnov
(2011). Os autores constataram a presenca de melamina em leite em po, inclusive em
produtos para uso infantil. Outro estudo realizado por Cassoli (2010) utilizando o FTIR,
demonstrou fraudes em leite cru por adi¢do de bicarbonato de sodio, citrato de célcio e soro.

Em relacdo a espectroscopia de luminescéncia ha decadas é utilizada para a
caracterizacdo de diferentes sucos de frutas, como sucos de macga, tomate (PETRUS, 1988),
laranja (AMMARI, REDJDAL e RUTLEDGE, 2015), 6leos vegetais (GUZMAN et al.,
2015), bebidas alcoolicas (MARKECHOV, MAJEK e SADECKA, 2014), e também na
identificacdo de adulterantes (PETRUS e ATTAWAY, 1980; PETRUS, FELLERS e
ANDERSON, 1984). Sletten et al. (2005) compararam 0 uso de imunoensaio baseado em
fluorescéncia resolvida no tempo e o teste de ELISA na deteccdo de caseina em alimentos

como puré de batata instantdneo, mistura para bolos e mistura de temperos. Os resultados
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obtidos pelos autores, porém, ndo proveram melhoramentos sobre a técnica enzimatica de
deteccdo da caseina. Assim, informacbes sobre o uso da espectroscopia de luminescéncia
resolvida no tempo como ferramenta de deteccdo de fraudes em alimentos ainda € escassa.

O Whey Protein € um produto derivado lacteo com caracteristicas nutricionais
importantes, podendo ser administrado a pessoas com deficiéncias nutricionais ou atletas
profissionais ou amadores. Assim, € mandatério que a qualidade e seguranca destes
suplementos seja assegurada. A hipotese deste trabalho é que é possivel a detecgdo de
adulteracdes em formulacGes de Whey Protein em p6 com substancias de diferentes origens a
partir da utilizacdo de metodologias que exigem pouca manipulacdo, sejam eficientes e de
baixo custo como a espectroscopia de fluorescéncia. Este € um método promissor de analise
de qualidade de alimentos, tanto durante o processo de fabricagdo, como o produto final.

Os resultados obtidos a partir deste trabalho podem contribuir para o potencial uso de
diferentes técnicas de espectroscopia de fluorescéncia na andlise de produtos alimentares,
visando melhorias no processo de controle de qualidade e também contribuir, para que no
futuro, a metodologia seja parte integrante de protocolos de controle de qualidade de produtos

lacteos de indUstria e laboratorios oficiais de analise de alimentos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Avaliar a caracterizacdo e eficacia de técnicas espectroscépicas de fluorescéncia para
deteccdo de adulteracbes em Whey Protein, como uma ferramenta adicional de afericdo de

controle de qualidade do produto.

2.2 Objetivos especificos

e Caracterizar amostras de Whey Protein pura e adicionadas de cafeina, creatina e
lactose pela técnica de espectroscopia por fluorescéncia resolvida no tempo, TCSPC —
Time Resolved Single Photon Counting e avaliar as diferencas, visando deteccdo de
adulteracdo.

e Auvaliar a técnica espectroscopica de fluorescéncia estaciondria para deteccdo de

adulteracdo de Whey Protein por adicdo de cafeina, creatina e lactose.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Leite e Soro de Leite

O leite € um liquido esbranquicado produzido por glandulas mamarias, com elevado
valor nutritivo capaz de satisfazer as necessidades nutricionais dos recém-nascidos de
qualquer espécie de mamiferos, incluindo humanos. E uma emulsio constituida de uma fase
liquida e particulas solidas em suspensdo (SGARBIERI,1996), sendo constituido por
aproximadamente 87,5% de agua, sendo o porcentual restante distribuido em carboidratos
(principalmente a lactose), gordura, proteinas, minerais e vitaminas (RODRIGUES ,2001).

A fracdo aquosa do leite é denominada soro, obtido apds a formacgdo do coalho por
precipitacdo da caseina durante o processo de fabricacdo do queijo, através da coagulacao
enzimatica, obtendo o soro doce. Possui 0s mesmos componentes do leite, em proporcao
diferente (FITZSIMONS et al., 2006). Em média, cada 10 litros de leite produz-se 1 kilo de
queijo, resultando numa sobra de 9 litros de soro liquido, na qual retém praticamente todos
solidos como lactose, proteinas e minerais (JELEN, 1992). A distribuicdo dos componentes

do leite entre a massa obtida apds a coagulacdo e o soro esta descrita na Tabela 1 abaixo.

Tabela 1: Distribuicdo dos componentes do leite entre Massa Coagulada e soro

Massa
Componente % Leite Soro
Coagulada
Agua 87,3 6,5 80,8
Gordura 3,7 3,5 0,2
Lactose 4,7 0,3 4.4
Caseina 3,0 2,6 0,4
Demais proteinas 0,4 Tracos 0,4
Minerais 0,7 0,1 0,6

Fonte: (KIRK; SAWYER, 1991).

Os constituintes do soro do leite estdo listados na Tabela 2 abaixo. Quando esta na
forma liquida, apresenta uma proporcdo de 93% de agua para 0,6% de proteinas, tornando
imprescindivel a concentracdo do produto, de modo a se obter as desejadas propriedades
funcionais. Além disso, o produto concentrado tem um valor comercial 3 a 10 vezes maior
que o soro em pé (HUFFMAN, 1996).
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Tabela 2: Composicdo tipica de concentrados protéicos de soro
WPC35 WPC50 WPC80 Alfa-lactoalbumina Isolado

Componente
(%) (%) (%) (%) (%)
Proteina 34a35 53 80 85a 90 >90
Lactose 53 35 7 - 1
Gordura 4 5 4a7 - 1
Cinzas 8 7 4a7 - 3

WPC: Proteina do soro concentrada
Fonte: Adaptado de Huffman (1996).

O método mais utilizado para a concentracdo das proteinas do soro € a ultrafiltracéo.
Segundo Baldasso (2008), a ultrafiltracdo promove a retirada da 4gua seletivamente através da
membrana semi-permeavel sem aplicacdo de calor, preservando entdo os nutrientes do soro.
Por meio da ultrafiltracdo, pode-se obter concentrado proteico contendo de 35 a 80% de
proteinas, ou isolado proteico, contendo mais de 90% de proteinas. O que resulta é um
produto de elevado valor nutricional largamente utilizado como suplemento alimentar,
conhecido por Whey Protein (PEREIRA et al., 2003).

Apos a ultrafiltracdo procede-se a secagem por pulverizacdo do concentrado no Spray
Dryer (Figura 1). A secagem ocorre em trés etapas: primeiramente ocorre dispersdo pelo
atomizador, de modo a ampliar a superficie de contato das goticulas de soro; em seguida, ha a
aplicacdo de corrente de ar quente para que haja uma troca de calor na camara de secagem; e

finalmente, ocorre a evaporacdo para obtencao do soro seco, em pé (OLIVEIRA, 2010).
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Figura 1: Sistema de secagem por pulverizacédo (Spray Dryer).

(1)-Ar Quente; (2)-Entrada de Ar; (3)-Bomba de Alimentacdo; (4)-Introducdo de Ar para
Resfriamento do Produto; (5)-Produto Seco Frio; (6)-Leito Fluidizado; (7)-Produto Final
Seco; (8)-Bico de Atomizacdo-Spray; (9)-Camara de Produto Atomizado (névoa); (10)-
Ciclone de Recuperacdo; (11)-Filtro de Ar Invertido; (12)-Saida de Ar; (13)-Produto
Recuperado; (14)-Leito Fluidizado de Aglomeragao.

Fonte: Adaptado de Rosa, Tsukada e Freitas (2006).

3.2 Caracterizacao e Propriedades Funcionais do Whey Protein

Existem no mercado varios produtos cuja base sdo as proteinas do soro de leite, que
sdo concentrados protéicos do soro (WPC — Whey Protein Concentrate), os isolados proteicos
(WPl — Whey Protein Isolate) e os hidrolisados (WPH — Whey Protein Hidrolized). Os
concentrados apresentam uma concentracdo proteica variando entre 25 e 89%, com remocdo
de constituintes ndo proteicos e reducdo lactose. Os isolados proteicos apresentam de 90 a
95% de proteinas com gordura e lactose em quantidades minimas, ou mesmo ausentes. O
hidrolisado contém uma fracdo concentrada e isolada, porém as proteinas sdo quebradas em
peptideos menores, com alto valor nutricional, boa digestibilidade e baixa alergenicidade
(TERADA et al., 2009).

Em relagdo ao WPC, além de seu alto valor nutricional, seu custo é menor que 0s
outros tipos tornando um produto de mais fécil acesso pela populagdo. A titulo ilustrativo, as
tabelas 3 e 4 apresentam valores referentes ao perfil de macronutrientes em 100g de WPC e 0

perfil de aminoacidos presentes em 1 g de proteina no WPC, respectivamente. O Whey
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Protein é formado por proteinas com alto teor de aminoacidos essenciais, dentre eles os de
cadeia ramificada. A hidrolise dessas proteinas leva também a formacdo de peptideos com
atividade bioldgica, atuando por exemplo como agentes antimicicrobianos, anti-hipertensivos,

imunomoduladores, e como adjuvantes em fatores de crescimento.

Tabela 3: Perfil de macronutrientes em 100 g de WPC.

Macronutrientes em 100g de CPS Quantidade em (g)
Proteina 80
Gordura 7
Carboidrato 8

Fonte: HARAGUCHI; ABREU; DE PAULA, 2006
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Tabela 4: Quantificacdo de aminoacidos nas proteinas presentes no WPC

Aminoé&cidos mg/g de WPC
Alanina 4,9
Arginina 2,4
Asparagina 3,8
Acido aspartico 10,7
Cisteina 1,7
Glutamina 3,4
Acido glutamico 15,4
Glicina 1,7
Histidina 1,7
Isoleucina 4,7
Leucina 11,8
Lisina 9,5
Metionina 31
Fenilalanina 3,0
Prolina 4,2
Serina 3,9
Treonina 4,6
Triptofano 1,3
Tirosina 34
Valina 4,7

Fonte: (HARAGUCHI; ABREU; DE PAULA, 2006).

As proteinas do soro possuem uma estrutura globular, na qual contém pontes de
dissulfeto, que lhe conferem estabilidade estrutural. As principais sdo: beta-lactoglobulinas
(BLG), alfa-lacotoalbumina (ALA), albumina do soro bovino (BSA), imunoglobulinas (Igs) e
glicomacropeptideos (GMP). Todas variando em tamanho, massa molecular, estrutura e
funcéo bioldgica.

Os constituintes do WPC possuem muitas propriedades funcionais que podem
beneficiar a satude. Dentre elas, destacam-se a agdo de modulacdo metabolica do organismo,
inibicdo ou retardamento de doencas e também retardamento no envelhecimento precoce.
Fato que corrobora com o intenso consumo do produto por praticantes de academias

esportivas envolvidos em treino de resisténcia e por pessoas idosas que buscam melhor
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qualidade e prolongamento de vida (HARAGUCHI et al., 2006). Vérias das propriedades
funcionais sdo dependentes da estrutura molecular de suas proteinas, as quais devem
permanecer intactas apds seu processo de fabricacdo (SGARBIERI, 2004).

As proteinas do soro de leite sdo fontes de aminoacidos essenciais, incluindo o0s
BCAA (Branched Chain Amino Acids), que propiciam um aumento de massa magra e
melhoram o desempenho muscular em atletas de alto rendimento (CARRILHO, 2013). O
termo BCAA se refere a 3 aminoacidos essenciais, de cadeia ramificada, leucina, valina e
isoleucina, relacionados a performance atlética do individuo. Estes aminoacidos se constituem
aproximadamente de 15% das proteinas dos masculos, sendo muito utilizados por atletas para
acelerar a recuperacdo de lesdes musculares, através de uma prevencdo do catabolismo
muscular por excesso de esforco, alem de se apresentar como fonte energética para possivel
queda de glicemia em exercicios prolongados (VAN HALL et al., 1998).

Estudos tém demonstrado a atividade imunomoduladora das proteinas do Whey
Protein, devido a sua capacidade de estimular a produgdo de IgM, e concomitantemente o
aumento da concentracdo de glutationa no baco (SGARBIERI,2004). Pacientes portadores do
virus HIV que tomaram doses diarias de 10 a 40 g tiveram aumento do nimero de linfécitos
TCD4, além de aumento de peso de 3 a 7 Kg ap0s trés meses de suplementacdo com WPC
(SGARBIERI, 2004).

As proteinas do soro apresentam também atividade contra o virus da hepatite C e
também acdo bactericida contra o microrganismo Helicobacter pylori (IKEDA et al.,1998).
No tocante a uma a¢do anticancer, as proteinas do soro concentrado tiveram efeitos eficazes
para inibir o aparecimento de tumores de colon com eficécia superior, quando comparada a
caseina, proteinas da carne e soja (MCINTOSH, 2001).

Estudos realizados em ratos revelaram que proteinas do soro do leite bovino conferem
protecdo ao sistema cardiovascular, por reduziram os niveis de triacilglicerdis e colesterol
sérico e hepatico (NAGAOKA et al., 1992). Peptideos derivados das proteinas apresentam
acao hipotensora, gracas a acao inibitoria sobre a enzima conversora de angiotensina, alem de
apresentarem acdo antiagregante plaquetaria (TAKANO, 1992; LEONIL, 2001).
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3.3 Adulterantes e Fraudes

A autenticidade em alimentos é um problema no Brasil, e também no mercado
mundial. Com o objetivo de auferir maiores lucros, muitos fabricantes praticam adulteracfes
em produtos alimenticios, por acrescentar substancias estranhas ao produto ou mesmo
subtracdo de seus componentes, com consequente baixa qualidade dos mesmos, além de
colocar em risco a satde dos consumidores (BEHMER, 1999).

A adulteracdo intencional ou acidental em produtos alimenticios no Brasil € de dificil
deteccdo pelas autoridades sanitarias. Assim, a garantia da qualidade e seguranca alimentar
fica comprometida. As agéncias governamentais e os laboratdrios oficiais necessitam cada
vez mais de métodos eficientes, sensiveis e baratos, a fim da deteccdo precoce destas nao
conformidades (WANG et al., 2009). Segundo Oliveira et al. (2009), as adulteracGes em
alimentos ocorrem comumente por adicdo de produtos de baixo custo e que dificultem sua
deteccdo por técnicas laboratoriais simples. O fato de ndo existir uma legislacdo muito bem
definida em relacdo aos teores dos constituintes de suplementos alimentares corrobora para a
pratica da fraude.

A resolucdo RDC/ANVISA n° 18 de 27 de abril de 2010 (BRASIL, 2010), dispde
sobre alimentos para atletas, e define os requisitos para que um produto seja considerado
suplemento proteico para atletas devera conter no minimo 10 g de proteina por porcao, de
acordo com Inciso | Artigo 8°. J& a resolucdo RDC/ANVISA n° 360 de 23 de dezembro de
2003 (BRASIL, 2003), € um regulamento técnico que dispde sobre rotulagem nutricional de
alimentos embalados, tornando a rotulagem obrigatéria, com todas as informacdes
verdadeiras. Suspeitas de adulteragdes no suplemento Whey Protein, obrigam a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) a coletar e realizar testes de qualidade para
averiguacdo da conformidade com o que esta declarado no rétulo dos fabricantes. Dentre as
situacbes de ndo conformidade encontram a deteccdo de substancias ndo declaradas como
cafeina, lactose (também presente no soro em po), creatina, maltodextrina, proteinas vegetais
como a de soja, entre outras (INMETRO, 2014).

3.3.1 Cafeina
As metilxantinas sdo metabdlitos secundarios provenientes de vérias plantas utilizadas

como fontes alimenticias. Sdo substancias estimulantes ndo alcéolicas, tonicas e revigorantes

(como cafeé, chocolate e guarana), que séo consumidas no mundo todo na forma de



23

preparacdes caseiras ou produtos industrializados. Estas substancias sdo consideradas como os
psicoativos mais consumidos no mundo (FREDHOLM et al.; 1999).

A cafeina, de estrutura quimica representada na Figura 2, é um pseudoalcaldide
identificado como 1,3,7 trimetilxantina, derivada da base purica adenina. E consumida como
farmaco por uma pequena parcela da populacdo e também na forma de bebida alimenticia ndo
alcoolica. Aproximadamente uma porcdo de 170 ml de café contétm em média 80 mg de
cafeina, e uma lata de refrigerante de cola em torno de 38 mg (ANDRADE et al., 1995).
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Figura 2: Estrutura quimica da cafeina
Fonte: SIMOES (2010).

A cafeina apresenta ampla atividade bioldgica. Pode induzir alteracdes, no sistema
cardiovascular, na homeostase do célcio, e principalmente no sistema nervoso central,
podendo afetar o comportamento humano aumentando a capacidade de alerta e reduzindo a
sensacdo de fadiga. Nawrot et al. (2003), mostrou que o consumo de cafeina de no maximo
4,6 mg/kg de massa de um individuo adulto saudavel, ndo esta relacionado a seus efeitos
adversos como irritabilidade, arritmia, taquicardia, distdrbios do sono e gastrointestinais. A
dose letal de cafeina é estimada entre 5 a 10g para um adulto. Entretanto, casos fatais sdo
raros, com relatos de concentragcfes plasmaticas acima de 80ug/ml.

Como droga estimulante pode ser usada equivocadamente em atividades desportivas
(DE MARIA; MOREIRA, 2007). A cafeina também é utilizada como suplemento ergogénico
em exercicios fisicos de longa duracdo com a finalidade de retardar a fadiga muscular e
aumentar o desempenho atlético, estimulando a oxidacdo da gordura e poupando oxidacao de
carboidratos, resultando em maior desempenho fisico (SINCLAIR & GEIGER,2000).

Em 2003 a cafeina integrava a lista de substancias proibidas pela Agéncia Mundial
Antidoping. Atualmente a mesma agéncia a retirou da lista de substancias proibidas, devido a
dificuldade de se estabelecer concentragfes limite para ser considerada como doping
(WADA, 2010).



24

3.3.2 Creatina

A creatina € uma amina nitrogenada, também chamada é&cido acético alfa-
metilguanidina. Foi identificada em 1835 pelo cientista Michel Chevreu, sendo confirmada
anos mais tarde como constituinte dos alimentos de origem animal, (DEMANT; RHODES,
1999). Possui um importante papel no metabolismo energético, uma vez que é um substrato
para formacdo de ATP. Durante o metabolismo energético, dentre as diversas maneiras de se
obter energia sob a forma de ATP (como a glicolise, a oxidacao de carboidratos e lipideos), o
uso da creatina fosforilada (fosfocreatina) como substrato é importante, devido a velocidade
de formagdo do ATP, mesmo que em menor concentragcdo comparado com as outras reagdes
metabolicas (que sdo definitivamente mais lentas) (SAHLIN, TONKONOGI e
SODERLUND, 1998). A suplementacio de creatina gera um incremento da fosfocreatina e
creatina no masculo esquelético e no tecido nervoso, facilitando e aumentando a capacidade
de geracdo energética, frente a um estimulo como, por exemplo, exercicio fisico (CASEY et
al., 1996). Um terco da creatina extra que chega ao musculo esta na forma fosforilada e dois
tercos desta creatina estdo predominantemente na forma livie (VANDENBERGHE et al.,
1997).

E utilizada no tratamento de doengas musculares, faléncia coronaria congestiva, atrofia
muscular, doengas mitocondriais, distrofias musculares, artrite (ANDREASSEN et al., 2001).
Fuld e colaboradores em 2005 demonstraram que pacientes com obstrucdo pulmonar crénica
tiveram seu quadro clinico melhorado, devido ao fortalecimento da musculatura periférica
com o uso da creatina. Dentre as reacdes adversas relacionadas a suplementacdo, é citada na
literatura a manifestacdo de disfuncdes renais e hepéticas, cdibras musculares e desidratacdo
(PRITCHARD e KAIRA, 1998)

A creatina é sintetizada a partir da glicina, arginina e metionina (BEMBEN;
LAMONT, 2005). Sua biossintese estd ilustrada na figura abaixo e se inicia com a
transferéncia do grupamento amino da arginina para a glicina, seguida da acdo da enzima
glicina amidinotransferase, resultando em guanidinoacetato e ornitina. Pela acdo da
guanidinoacetatometiltransferase ocorre a metilagdo do guanidinoacetato pela s-adenosil-

metionina, resultando na creatina apresentada na Figura 3 (FELDMAN, 1999).
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Figura 3: Sintese da creatina
Fonte: FELDMAN (1999).

Uma dieta normal fornece aproximadamente 1 g diaria de creatina, através do
consumo de alimentos de origem animal, sendo que a dose diaria recomendada ¢é de 2g. Além
do aporte pela dieta, 0 organismo produz 1 g diéria nos rins, pancreas e figado (CALFEE e
FADALE, 2006). Independentemente da fonte, seja suplementada, enddgena ou dieta normal,
aproximadamente 95% da creatina é absorvida pelos musculos esqueléticos (SHAO e
HATHCOCK, 2006), enquanto uma pequena fracdo é armazenada no cérebro, testiculos,
figado e pulmdes (GREEN et al., 1996).

3.3.3 Lactose

A lactose é o principal carboidrato do leite. Sua estrutura consiste em uma molécula de
dissacarideo formada por uma molécula de glicose unida a uma molécula de galactose por
ligacdo beta 1,4 glicosidica. A lactose apresenta o fenbmeno da mutarrotacdo que € uma
alteracdo sofrida na sua conformacéo espacial, na qual a forma estrutural de alfa-lactose pode
ser convertida na forma estrutural de beta-lactose, através de uma mudanga da hidroxila e do
hidrogénio no grupo redutor (PERRONE, 2010). Seu metabolismo é baseado na reagéo de
hidrolise enzimatica pela lactase, gerando glicose e galactose. Nos processos industriais, a
lactase utilizada é de origem microbiana, que resulta em aproximadamente 95% da lactose
hidrolisada em aproximadamente duas horas de incubacdo. Se a digestdo ndo ocorre
normalmente, a lactose contida no leite permanece inalterada e ndo sera absorvida pelo

intestino, sofrendo fermentacdo pela microbiota intestinal (ARAUJO, 2011). Os produtos
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resultantes de sua hidrolise, glicose e galactose, além de apresentarem sabor mais adocicado e
melhor solubilidade, também minimizam os problemas apresentados por consumidores
intolerantes a lactose (KIBBE, 2000).

O processo de secagem de soro de leite, ou mesmo do concentrado proteico do soro de
leite, compreende a formac&o da lactose amorfa e altamente higroscopica. Se esta secagem for
realizada sem uma prévia cristalizacdo havera uma forte tendéncia de agregar as particulas
coloidais (GANZLE, HAASE e JELEN, 2008). Pode estar presente em produtos lacteos sob
duas formas cristalinas: a alfa hidratada e a beta anidra.

A lactose em sua forma de pd apresenta-se como particulas cristalinas brancas, com
propriedades edulcorantes com sabor adocicado e inodoro. A adi¢do de lactose ao Whey
Protein pode levar a melhor aceitacdo do produto devido a estas caracteristicas, entretanto, a
proporcdo de carboidratos e proteina estaria alterada e deve constar no rotulo do produto.
Dependendo das concentra¢fes, incluindo os desvios ndo contabilizados pela legislacdo, o
produto pode ndo atingir as concentragdes minimas requeridas para ser classificada como
WHPC. A lactose € bastante utilizada na inddstria farmacéutica como excipiente na formulagdo
de céapsulas e comprimidos, e na industria alimenticia é utilizada para o preparo de alimentos

de uso infantil.

3.4 Espectroscopia

O fenbmeno da espectroscopia comecou quando Isaac Newton, em 1672, observou na
parede de um ambiente escuro, a imagem refletida de bandas coloridas originarias da luz do
sol que atravessava o orificio na parede e incidia diretamente em um prisma de vidro.
Colocou uma lente entre o prisma e a parede, percebeu que as cores da imagem refletidas na
parede tinham sua area de superficie aumentada. Em seguida, um novo prisma foi colocado
entre a parede e 0 vidro e constatou que se a dispersdo da luz fosse cumulativa, a imagem das
cores aumentava, e se as dispersdes fossem opostas formava-se a luz branca. A este conjunto
de bandas coloridas deu-se 0 nome espectro (COSTA, 2003).

No ano de 1800 Willian Herchel observa a radiacdo infravermelha, devido ao
surgimento de calor em diferentes bandas coloridas. Utilizou um prisma e termdmetros para
medicdo das diferentes temperaturas correspondentes as bandas de cores, verificando que a
temperatura aumentava da cor violeta para vermelho no espectro da luz solar que atravessava
o prisma. Verificou que as temperaturas mais altas estavam além da coloracdo vermelha, e era

invisivel. Recebeu entdo a denominacdo de radiacdo invisivel do infravermelho (BIGGS;
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JOHNSSON e SJAUNJA, 1987). Em 1827, J. Hershel utilizou uma fenda mais estreita e fonte
de luz chamas oriunda da queima de varios elementos. Verificou bandas de cores distintas,
que possibilitou a identificagdo de cada um deles. Surge a espectroscopia (COSTA, 2003).

O termo espectroscopia se aplica a métodos analiticos de varios materiais, através da
interacdo de radiacdes eletromagnéticas com a mateéria sélida, liquida ou gasosa, variando no
espectro eletromagnético nas faixas do ultravioleta, do visivel e infravermelho. Esta interagdo
ocorre por absor¢édo, espalhamento, emissdo e reflexdo da radiacdo incidente. O espectro
gerado representa graficamente a interacdo de absorcdo, emissao ou espalhamento da radiacédo
em funcéo do comprimento de onda da radiacdo (CARMO, 2011).

A espectroscopia € utilizada para determinacao dos niveis de energia dos 4tomos uma
vez que a ligacdo entre dois dtomos compreende também diferentes tipos de energia. As
energias eletrénicas, a vibracional e a translacional, estdo relacionadas a determinadas regifes
nos espectros de ultravioleta, infravermelho e micro-ondas (SALA, 2008). Para que ocorra
absorcdo energética pela molécula, é primordial que a radiacdo incidente provoque excitacdo
dos modos vibracionais. A energia absorvida correspondera a diferenca entre os dois niveis
vibracionais, em um determinado comprimento de onda especifico (ALMEIDA, 2009). Para
espécies moleculares onde existem varias ligagdes quimicas, as transicGes eletrénicas
implicam em alteracdo da energia dos elétrons de valéncia nos orbitais moleculares (SKOOG,
HOLLER e NIEMAN, 1992).

A espectroscopia de absorcdo seja no visivel ou ultravioleta oferece varias aplicacdes
na caracterizacdo de compostos organicos para identificagdo de grupos funcionais
moleculares. Certos compostos organicos, além de absorverem energia através dos seus
cromoforos, também apresentam como caracteristica a capacidade de emitir uma parte desta

energia absorvida na forma de luminescéncia (LAKOWICZ, 1999).

3.4.1 Espesctroscopia de Luminescéncia

E um método analitico que tem sido muito utilizado para caracterizar substancias de
dificil identificacdo. Se constitui em uma metodologia de facil manuseio, rapida, altamente
sensivel com capacidade de deteccdo numa escala de grandeza até ng.ml™; razdes pelas quais
é muito utilizada nas areas farmacéutica, bioldgica, ambiental e industrial (ARANCIBA,
2003).

O fendbmeno da luminescéncia é uma caracteristica de materiais puramente de emissao

Optica de energia, em um comprimento de onda maior que o comprimento de onda da fonte
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irradiante de excitacdo. Dependendo da fonte de energia de excitacdo tem-se sua classificacao
como fluorescéncia, fosforescéncia e quimiluminescéncia (TURRO, 1991). As moléculas em
seu estado fundamental tém seu nivel energético vibracional mais baixo (S,), porem quando
absorvem um quantum de energia de uma fonte de luz, ocorre migracdo de elétrons para
niveis de maior energia. Apos este fendmeno de absor¢do do quantum de energia, 0s elétrons
voltam ao seu estado fundamental, ocorrendo assim uma remissdo de parte da energia
absorvida do singlete (S1), sendo denominada neste caso de fluorescéncia (LAKOWICZ,
2006). Na figura 4 pode-se observar um diagrama esquematico do fenémeno da

luminescéncia.

Figura 4: Diagrama de Jablonski.
Fonte: Adaptado de Lakowicz (2006)

Os espectros de fluorescéncia variam de acordo com as informagdes que se almejam
obter das amostras. Existem trés principais espectros: os de emissdo, os de excitacao e os de
excitacdo e emissdo sincronizados. Para obtengdo da emissdo de uma amostra, é necessario
excita-la no comprimento de onda fixo e promover a medicdo da intensidade de energia
reemitida em ampla faixa de comprimentos de onda. A representacéo grafica das intensidades
reemitidas em funcdo do comprimento de onda representa o espectro de emissdo. O espectro
de excitacdo faz-se de maneira oposta ao espectro de emissdo, ou seja, 0 comprimento de
onda de excitacdo é variavel e o comprimento de onda de emissdo permanece constante
(PARKER,1968). Ja no caso de um espectro sincronizado, € necessaria a varredura simultanea
de comprimentos de onda de excitagdo e de emisséo, dentro de um intervalo de comprimento
de onda constante. Este tipo de espectro é largamente aplicado para se avaliar amostras com
varios fluoréforos (LLOYD, 1977).
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3.4.2 Espectroscopia de Fluorescéncia Resolvida no Tempo — TCSPC

O decaimento e a luminescéncia tipica de compostos organicos sao muito rapidos, e
duram alguns ps ou até dezenas de ns, o que limita a gravacdo de sinal elétrico luminoso
emitido num dado tempo. Fatores limitantes a serem consideradas sdo: a energia da luz
emitida pode ser muito fraca para criar uma tenséo consideravel para o fluxo optico; o prdprio
sinal de emissdo ser muito suave para uma amostragem analdgica; ocorréncia de perdas
Opticas no trajeto; a ocorréncia de fotobranqueamento com uma excitagdo mais forte; e até
mesmo caracteristicas peculiares como a sensibilidade do proprio detector. Estas dificuldades
sdo aumentadas quando as amostras sdo constituidas de poucas moléculas, ou até mesmo
moléculas Unicas. Para superar estes problemas pode-se realizar a analise do tempo de
decaimento da fluorescéncia através da metodologia de contagem de féton Unico resolvida no
tempo (Time-Correlated Single Photon Counting — TCSPC). Nesta técnica, a partir da
excitacdo repetida por pulsos de luz incidente na amostra desejada, torna-se possivel a coleta
de dados de vérios ciclos de excitagdo-emissdo, mesmo com poucos foétons. Obtém-se assim a
montagem de um perfil de decaimento do sinal de fluorescéncia. O tempo é cronometrado por
fotons unicos de forma periddica, usando como referéncia o pulso de excitacao
correspondente ao foton emitido (WAHL, 2014).

As medidas experimentais de fluorescéncia resolvida no tempo apresentam
histogramas tipicos com gqueda exponencial das contagens em posteriores marcagoes de tempo

conforme figura abaixo. As figuras 5 e 6 ilustram como é formado o histograma de contagem.
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Figura 5: Histograma de pulsos de laser para medidas por TCSPC.
Fonte: WAHL (2014).
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Figura 6: Queda exponencial de contagem de fétons em funcéo do tempo (TCSPC).
Fonte: (WAHL, 2014).

Na literatura, h& poucos trabalhos caracterizando produtos alimentares através desta
metodologia. Recentemente, Brandao et al. (2017a; 2017b; 2017c) publicaram resultados da
aplicacdo desta metodologia em pesquisas caracterizando leites de diversas fontes, teores de
gordura e adulteragdes.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencéo e preparo das amostras

Foi utilizado Whey Protein puro, livre de flavorizantes e edulcorantes, concentrado e
adquirido em farmacia de manipulacdo da cidade de Juiz de Fora, Minas Gerais. Dois lotes
diferentes do mesmo fornecedor, de procedéncia nacional, foram denominados de Controle 1
e 2 e considerados como “padrdes”. Sdo produtos constituidos por um péd uniforme, de
coloracdo branco a amarelado, com odor lacteo caracteristico, sem grumos, e sem adicdo de
flavorizantes e corantes. As Tabelas 5 e 6 apresentam os testes de qualidade fornecidos pelo

laudo de Controle de Qualidade do fornecedor.

Tabela 5: Testes de Qualidade do WPC — Controle 1

TESTES ESPECIFICACOES RESULTADOS
Perda por dessecacéo <4,5 (2hs/105°C) 3,53%
pH 6,0-6,6 6,56
Cinzas <3,5% 2,90%
Lactose <5,0% 5,00%
Gordura <8,0% 7,80%
ADPI <disco B A
Proteina >75,0% 75,50%
TESTES MICROBIOLOGICOS

CTB < 50000 UFC/gr <1000UFC/g
Fungos/Leveduras <50 UFC/gr <10 UFC/g
Coliformes Totais < 100 UFC/gr <10 UFC/g
Staphylococcus aureus < 100 UFC/gr <10 UFC/g

Coliformes Termotolerantes <10 UFC/gr <10 UFC/gr
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Tabela 6: Testes de Qualidade do WPC — Controle 2
TESTES ESPECIFICACOES RESULTADOS
Perda por dessecacéo <4,5 (2hs/105°C) 3,57%
pH 6,0-6,6 6,55
Cinzas <3,5% 3,11%
Lactose <5,0% 5,00%
Gordura <8,0% 7,00%
ADPI <disco B A
Proteina >75,0% 76,00%
TESTES MICROBIOLOGICOS
CTB < 50000 UFC/gr <50000UFC/gr
Fungos/Leveduras <50 UFC/gr <10 UFC/gr
Coliformes Totais <100 UFC/gr <10 UFC/gr
Staphylococcus aureus <100 UFC/gr < 10 UFC/gr
Coliformes Termotolerantes <10 UFC/gr <10 UFC/gr

Adulteracdes foram realizadas nos dois tipos de Whey Protein concentrado (Controle 1

e 2) através da adicdo de cafeina, lactose e creatina na propor¢do de 30% (m/m). Os

adulterantes também foram adquiridos em farméacia de manipulacdo no comércio local de Juiz

de Fora. A montagem do planejamento experimental esta descrita na Tabela 7.
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Tabela 7: Definicdo dos tratamentos de acordo com o WPC e adulterante utilizado

Adulterante (% de substituicao)

Tratamento
Cafeina Creatina Lactose

Controle 1 0 0 0
Controle 2 0 0 0
Tratamento 1 30 0 0
Tratamento 2 0 30 0
Tratamento 3 0 0 30
Tratamento 4 30 0 0
Tratamento 5 0 30 0
Tratamento 6 0 0 30

Controle 1:(WPC Puro Fagron); Controle 2:(WPC Puro Lote); Tratamento 1:(Controle 1 70%
+ Cafeina 30%); Tratamento 2:(Controle 1 70% + Creatina30%); Tratamento 3: (Controle 1
70% + Lactose 30%); Tratamento 4:(Controle 2 70% + Cafeina 30%); Tratamento 5:
(Controle 2 70% + Creatina 30%); Tratamento 6: ( Controle 2 70% + Lactose 30%).

Para todos os tratamentos e amostras controle foram confeccionadas pastilhas de 130
mg, através da utilizacdo de uma prensa hidraulica automatizada (Atlas™ Power Hydraulic
Press T25, SPECAC INC, Fort Washington, PA, USA), trabalhando com 3 toneladas durante
1 segundo. Previamente a prensagem, os constituintes foram pesados, em balanca analitica
nas corretas proporcdes apresentadas na Tabela 7 e procedeu-se com uma homogeneizagédo
das misturas com gral e pistilo por 30 segundos. As pastilhas geradas possuiam dimenséo de
didmetro e espessura de 1 mm, as quais foram posteriormente analisadas através da

espectroscopia de fluorescéncia resolvida no tempo e espectroscopia de fluorescéncia.

4.2 Espectroscopia de Fluorescéncia Resolvida no Tempo

O estudo foi conduzido no Laboratério de Espectroscopia de Materiais do
Departamento de Fisica da Universidade Federal de Juiz de Fora.

As curvas de decaimento da intensidade da fluorescéncia foram medidas baseadas no
método da contagem de foton Unico correlacionado no tempo (TCSPC), utilizando como
fonte de excitacdo uma lampada ultra répida de nanosegundos (nF920 Ultrafast Nanosecond
Flashlamp, Edinburgh Instruments, Livingston, UK) preenchidas com gas hidrogénio, sempre
utilizando uma pressao entre 0,4 e 0,7 bar, frequéncia de 40 kHz e tensdo de 6,8 kV. A
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aquisicdo da emissao de fotons detectados foi realizada em espectrémetro modelo FL920,
Edinburgh Instruments (Livingston, UK) com fotomultiplicador sensivel ao azul.

Medidas foram realizadas em dois comprimentos de onda de excitagédo, sendo obtidas
trés emiss@es distintas, ou seja, excitacdo em 275 nm, gerando emissdo de fluorescéncia em
335 nm; e excitacdo em 335 nm com emissdes ocorrendo em 420 e 470 nm.

Os decaimentos exponenciais obtidos foram ajustados por deconvolucdo da curva com
a funcdo de resposta do instrumento e a confiabilidade do ajuste foi adquirida através do qui-
quadrado reduzido, utilizando o software FO00 da Edinburgh Instruments. As equacdes 1 e 2
representam os modelos exponenciais utilizados. A equacéo 1 foi utilizada para o ajuste dos
decaimentos advindos das emissfes em 335 e 470 nm. J& a equacdo 2 foi aplicada no ajuste

relacionado as emissoes em 420 nm.
Ajuste (t) = A+ Blexp /Ti1+ B2exp /T2+ B3exp /T3 (1D

Ajuste (t) = A+ Blexp /Ti+ B2exp /T2+ B3exp /T3 + Bhexp /T4 @)

Onde A, B1, B2, B3 e B4, sao coeficientes das equacdes e T1, T2, T3 e T4 sao 0s
tempos de vida de decaimento.

A partir dos resultados do ajuste dos decaimentos experimentais, calculou-se a
intensidade média de tempo de vida através da equacdo 3 (BRANDAO et al., 2017a).

() =23 BiT?/X B:T (3)

Onde (T:) € a intensidade média de tempo de vida, B; sdo coeficientes obtidos pelo

ajuste dos decaimentos referentes a cada i-ésimo tempo de vida.
4.3 Espectroscopia de Fluorescéncia no Estado Estacionario
As aquisicBes de dados da deteccdo da emissdo de fotons foram realizadas no mesmo

espectrometro (FL920) com fotomultiplicador sensivel ao azul, utilizando o software F900 da

Edinburgh Instruments. A fonte de excitacdo utilizada foi uma lampada ultra rapida de
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nanosegundos (nNF920), preenchida com gas hidrogénio. O tempo de exposicao a fonte foi de
0,1 segundo, e para cada emissao, o resultado obtido foi a soma de 3 varreduras.

Primeiramente procedeu-se um estudo teste para avaliagdo dos melhores
comprimentos de onda a serem utilizados. Os parametros do mapeamento de emissao das
medidas de luminescéncia para varredura da excitacdo foram previamente avaliados no estudo
teste aplicado ao Whey Protein concentrado (Controle 1), com excitagdes fixadas em
comprimentos de onda de 275, 290, 305, 320 e 335 nm, com varredura de emisséo entre 300 e
650 nm, com passos de 1 nm.

Ap0s estudo teste, foi utilizado nos tratamentos e amostras controle, a excitacdo em
275 nm, gerando varredura de emissdo entre 300 e 550 nm, com passos de 1 nm; e excitacdo

em 335 nm, com varredura de emisséo entre 360 e 645 nm, com passos de 1 nm.

4.4 Tratamento estatistico dos dados

No estudo estatistico foi aplicada analise de medidas de similaridade, através da
correlacdo da medida de distancia vetorial entre os sinais de emissdo de duas amostras, ou
seja, pela Distancia Euclidiana. Cada vetor corresponde ao valor de intensidade obtido no
espectrdmetro. Os vetores foram normalizados para a analise das distancias de modo que

tivessem média zero e variancia (e desvio-padrdo) igual a 1, de acordo com a equacao 4.

yi—y
yN=" C))

i

S

Onde y¥ e o valor normalizado do i-ésimo elemento do vetor, y; € o valor ndo
normalizado do i-ésimo elemento do vetor, y é a média de todos os elementos do vetor; e s €
0 desvio padrdo calculado a partir de todos os elementos do vetor.

A Distancia Euclidiana (distancia geomeétrica) entre as curvas (vetores) é uma medida
invariante a translagdes, porém assume covariancias iguais entre as classes e em geral ndo é
invariante as transformagdes lineares (Costa, 1999). E a métrica mais utilizada na pratica
(ALMEIDA, 2004) e é calculada de acordo com a equagao 5.

d(x, y) =V U1 — 12)? (5)
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Onde I1 ¢é a intensidade do espectro 1 e I2 € a intensidade do espectro 2, ambas no
comprimento de onda i.

A distancia padrdo é considerada uma medida simples da dispersdo das informacoes
pontuais ao redor de um centro médio (TARTARUGA,2008). Em estatistica, a técnica da
elipse de desvio padrdo proporciona o conhecimento da dispersdo espacial dos dados e é
muito Gtil para a comparacdo de distribuigdes em diferentes tratamentos. De acordo com
Tartaruga (2008), cada elipse define um espaco tridimensional e é definida por meio de trés
parametros: angulo de rotacdo, dispersdao ao longo do maior eixo e dispersdo ao longo do
menor eixo. O eixo maior define a direcdo de méxima, ou seja, a maior variabilidade da
distribuicdo, enquanto, o menor eixo & perpendicular ao eixo anterior e define a menor
variabilidade. Pode-se definir o nimero de desvios padrdo para representar a abrangéncia da
elipse de desvio padrdo, que podem ser de um, dois ou trés desvios. Assim, para uma
distribuicdo de tipo normal dos pontos dos dados ao redor do centro médio tem-se que: uma
elipse de um desvio padrdo cobrira, aproximadamente, 68% dos centrdides do espago
analisado; de dois desvios padrdo cobrird, aproximadamente, 95% dos centroides; e de trés
desvios padrdo cobrira, aproximadamente, 99% dos centroides.

Com os dados normalizados com média 0 e desvio padrdo 1, se a distancia calculada
entre as curvas for menor que dois desvios padr@es, tem-se que, de acordo com a técnica da
elipse de desvios padrbes, 95% dos dados da distribuicio podem ser considerados
semelhantes entre si. Acima deste valor, diferentes (TARTARUGA, 2008).

Os dados foram processados através do software SAS Studio (Versédo 4.3).

Os espectros de luminescéncia normalizados para as analises das distancias foram
submetidos a calculos de analise de componentes principais (PCA) utilizando o software
MINITAB 16. A anélise de componentes principais € discriminatoria e utiliza dados em
forma de matriz onde as linhas correspondem aos espectros das amostras e as colunas aos
comprimentos de onda. A matriz de dados é decomposta em duas matrizes. A matriz de
“scores” contém dados sobre as novas coordenadas dos componentes principais enquanto na
matriz de pesos (“loadings”) estdo informagdes sobre a importancia de cada comprimento de
onda no “score” de cada PC. Por convengdo, o primeiro componente principal (PC1) ¢ o que
descreve a maior parte da informagdo a respeito das amostras (no caso, variacdo da
intensidade de fluorescéncia). Os préximos componentes, ou seja, PC2, PC3 e assim por
diante, descrevem o maximo de informagdo que ndo é explicada pelo componente principal
anterior (BALLABIO; TODESCHINI, 2009).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Estudo Teste Espectros de Emisséo

Em analise preliminar utilizando a amostra Controle 1, foram analisados os mapas de
emissdo com excitagOes fixadas em 275, 290, 305, 320 e 335 nm. Os espectros de emissao

foram obtidos na faixa entre 300 e 650 nm (Figura 7).

Anadlise Preliminar do Whey Protein puro:
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Figura 7: Espectros de emissdo da amostra Controle 1 com excitagGes fixadas nos
comprimentos de onda de 275, 290, 305, 320 e 335 nm. Fonte: o autor.

Dentre os varios comprimentos de onda de excitacdo, pode ser observado na Figura 7
que as emissdes obtidas com as excitagdes em 275 e 335 nm foram as que apresentaram 0s
maiores picos de energia. Dessa forma, as andlises para avaliagdo da adicdo dos compostos

adulterantes as amostras controle foram estudadas nestes comprimentos de onda de excitag&o.
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Como caracterizacGes preliminares, os adulterantes foram testados de forma a se obter

seus espectros de emissdo para os comprimentos de onda fixados em 275 nm e 335 nm
(Figura 8A e 8B).

Anélise Preliminar Whey Protein Puro mais adulterantes puros 275nm:

a)
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Analise Preliminar Whey Protein Puro mais adulterantes puros 335nm:
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Figura 8: Espectros de emissdo da amostra Controle 1 e dos adulterantes puros (cafeina,

creatina e lactose). Comprimentos de onda de excitagdo: (A) 275 nm e (B) 335 nm. Fonte: o

autor.

Pode-se observar pela Figura 8A que tanto a creatina quanto a lactose, apresentaram

picos de emissdao em torno de 425 nm. A cafeina, por outro lado, mostrou-se com emissdo

intensa em ampla faixa de comprimento de onda (entre 300 e 440 nm aproximadamente).
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Nos espectros de emissdo gerados pela excitacdo em 335 nm (Figura 8B), 0s
adulterantes creatina e lactose ndo apresentaram picos de emissdo. Ja a cafeina apresentou um
pico de baixa intensidade abrangendo a faixa de aproximadamente 370 nm a 500 nm.

A partir da adicdo de cafeina, creatina e lactose ao Controle 1, foi realizada a analise

espectral, representada na Figura 9.

Espectros obtidos com adulteracdes de cafeina, creatina e lactose ao Whey Protein

(A) excitagéo fixada em 275 nm, (B) - excitagéo fixada em 335 nm:
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Controle 1 (100%)

Tratamento 1 - Cafeina (30%)
Tratamento 2 - Creatina (30%)
Tratamento 3 - Lactose (30%)
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Figura 9: Espectro de emissdo da fluorescéncia da amostra Controle 1 e das adulteradas com
adicao de 30% de cafeina (Tratamentos 1), 30% de creatina (Tratamento 2) e 30% de lactose
(Tratamento 3). (A) - excitacdo fixada em 275 nm, (B) - excitacdo fixada em 335 nm. Fonte: 0

autor.

Para a excitacdo em 275 nm (Figura 9A), verificou-se claramente uma banda de
emissdo em torno de 380 nm na amostra contendo 30% de cafeina. Lactose e creatina ndo
apresentaram picos ou bandas como indicativo de sua presenca. Em relacdo a excitacdo em
335 nm (Figura 9B), as curvas demonstraram comportamento semelhante em todos 0s casos,
nédo sendo possivel a diferenciacdo por simples observacao do perfil espectral. Observa-se que
para as duas excitacOes utilizadas, as intensidades de emissGes se mostram sempre menores

nas amostras adulteradas (Tratamentos 1, 2 e 3) quando comparadas com a intensidade da
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fluorescéncia obtida com a amostra Controle 1. Segundo Guevara (2010), em uma amostra,
pode ocorrer interacGes entre um fluoréforo e outra substancia presente no sistema, gerando
uma fluorescéncia reduzida (supressdo), resultado de um processo de desativacdo. Ainda, o
autor relata que para solucBes de altas concentracGes, pode haver formacdo de compostos
constituidos por varias moléculas fluorescentes (dimeros ou polimeros maiores), 0 que pode
gerar alteragdes nos espectros e diminuir a intensidade de fluorescéncia. No caso da cafeina
por exemplo, é relatada a influéncia na intensidade de fluorescéncia de diferentes fluoréforos
em solucdo, podendo atuar como ativadora, ou seja, aumentando a intensidade
(MAHAPATRA et al., 2012; McKEMY et al., 2000), mas também como supressora
(KRISKO et al., 2005).

Alguns trabalhos tém demonstrado que a fluorescéncia € uma técnica eficaz para
demonstrar os espectros de excitacdo e emissao de concentrados de leite em p6. Contudo, ha
na literatura poucos trabalhos demonstrando o seu uso na avaliagdo da qualidade dos
alimentos (NOVALES, 1996). Quando ocorre a medicdo de fluorescéncia em amostras de
alimentos, compostos quimicos presentes naturalmente em sua matriz induzem emissao de
fluorescéncia. Em derivados do leite, diversas substancias contribuem para a fluorescéncia,
tais como, riboflavina, vitamina A, aminoacidos aromaticos, produtos de reacdo de Maillard,
produtos de oxidacao lipidica, coenzimas (e.g. NADH), entre outros. Cada molécula tem um
espectro caracteristico de excitacdo e emissdo, que pode ser usado para separar e identificar
moléculas e também diferenciar substituicdes e conformagbes na mesma molécula
(ANDERSEN, 2008).

Kulmyrzaev (2005) utilizou espectroscopia de fluorescéncia em leite submetidos a
suaves aquecimentos e demonstrou fluor6foros naturais do leite como os aminoacidos
triptofano, tirosina e fenilalanina, e também algumas coenzimas como o NADH e FADH.
Apds uma excitacdo de 250 nm do leite, conseguiu-se o registro do espectro de emissao entre
280 e 480 nm com maxima fluorescéncia obtida em 342 nm, a qual foi atribuida a presenca do
aminoacido triptofano. Neste trabalho, ao excitar as amostras de Whey Protein concentrado
com 275 nm, houve um méaximo de emissao em torno de 335 nm, o que também pode ser
atribuido a presenca deste aminoacido na amostra, visto que segundo Pulgarin et al. (2005), os
dois aminoéacidos fluorescentes tirosina e triptofano, os quais estéo presentes na fragdo soltvel
de leite, sdo responsaveis pela fluorescéncia intrinseca do Whey. Apesar da faixa espectral de
emissdo entre 280 a 360 nm ser conhecida na literatura por atribuicdo a diferentes
aminoacidos (CHRISTENSEN et al, 2006) e o pico obtido em 335 nm ter longa extenséo, o

ponto maximo esta mais proximo dos valores atribuidos ao triptofano (357 nm com excitacéo



42

em 280 nm) do que tirosina (302 nm com excitagdo em 276 nm), evidenciando a influéncia do
triptofano na fluorescéncia obtida. Além disso, o espectro de fluorescéncia das amostras de
Whey Protein concentrado obtidas a 275 nm de excita¢do (Figura 9A), é muito semelhante ao
espectro de a-lactoalbumina (uma das proteinas presentes no Whey Protein, fonte de
triptofano) descrito por Christensen et al. (2006).

Em relacdo a excitagdo com 335 nm (Figura 9B), dois picos de emisséo foram obtidos
nas amostras, um com maximo em aproximadamente 425 nm e outro em 460 nm. Ullah et al.
(2017) obtiveram intensas bandas de emissdao em 410 nm ao analisar leite de vaca e de bufala
ao excitar a amostra com comprimento de onda de 320 nm. Os autores atribuiram este pico a
presenca de vitamina B6 e vitamina A, uma vez que ambos compostos fluorescem nestas
posicOes. Apesar do processo de secagem do soro do leite durante a fabricagdo do Whey
Protein, o produto analisado em p6 ainda apresenta aproximadamente 7% de teor de gorduras
de acordo com a informacéo presente no rétulo (tabela 6). Sendo a vitamina A lipossoluvel, é
provavel que este pico esteja relacionado a sua presenca no produto. Além disso, a presenca
de beta-caroteno foi também evidenciada por Ullah et al. (2017), com pico de emissdo aos
arredores de 440 nm quando o leite foi excitado com 350 nm. O pico aqui observado em 460
nm sob excitacdo de 335 nm pode também estar alinhado a presenca do também lipossoluvel

beta-caroteno na amostra.

5.2 Estudo Final

5.2.1 Fluorescéncia Resolvida no Tempo

A fluorescéncia resolvida no tempo para este trabalho baseou-se no TCSPC, através da

construcdo de curva de decaimento da intensidade da fluorescéncia, ap6s detec¢do de um

Unico féton num intervalo de tempo.

As Tabelas 8, 9 e 10 apresentam os pardmetros das equacOes ajustadas, obtidos
quando referentes as excitacbes/emissdes de 275/335 nm, 335/420 nm e 335/470 nm,

respectivamente.
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Tabela 8: Parametros obtidos com aplicacdo da equacéo 1, referente a excitacdo /emissao

(275/335 nm), do Controle 1 e Tratamentos 1, 2 e 3.

Excitacdo/emissao (275/335 nm)

Parametros
Controle 1 Tratamento 1 Tratamento 2 Tratamento 3
T1 (ns) 0,48 £ 0,03 0,30 £ 0,02 0,43 £0,03 0,58 £ 0,03
T2 (ns) 2,10 £ 0,06 2,12 £ 0,04 2,09 £ 0,05 2,28 £ 0,06
T3 (ns) 4,38 £ 0,06 4,83 £ 0,05 4,51 + 0,06 4,71 + 0,07
<T> 2,46 + 0,05 2,68 £0,04 2,51 +£0,04 2,52 £ 0,04
A 0,12 0,16 0,14 0,12
Bl 0,08 £ 0,003 0,128 + 0,009 0,083 + 0,004 0,068 + 0,02
B2 0,044 + 0,001 0,045 + 0,006 0,049 £ 0,0009 0,047 £ 0,001
B3 0,013 + 0,0009 0,014 + 0,006 0,013 £ 0,0007 0,01 £ 0,0008
B1 (%) 20,49 18,55 18,32 19,88
B2 (%) 49,05 47,46 51,96 54,67
B3 (%) 30,46 33,99 29,72 25,46
X2 0,82 0,84 0,71 0,71

<T> - Intensidade média do tempo de vida

Para a excitacdo/emissdo (275/335 nm), apresentada na Tabela 8, os decaimentos
comportaram-se como uma exponencial tripla. No Tratamento 1 foram observadas as maiores
diferencas em relacdo ao Controle 1 (Whey Protein concentrado), apresentando um tempo de
vida curto de 0,30 ns, um tempo de vida médio de 2,12 ns e um tempo de vida mais longo de
4,83 ns. Para o Tratamento 1, a intensidade média do tempo de vida foi de 2,68 ns, 0 que
corresponde a uma diferenca de 9,1% em relacdo ao Controle 1, porém levando em
consideracdo o tempo de vida T1 para o tratamento 1 (0,30ns) com o Controle 1 (0,48ns) tem-
se um diferenca de 62%. Ja para os Tratamentos 2 e 3, a diferenca da intensidade média do
tempo de vida foi de 2,0% e 2,6%, respectivamente. Porém levando em consideracao o tempo
de vida T1 do tratamento 2 (0,43ns) com o Controle 1(0,48ns) tem-se uma diferenca de
10,4%, o tempo de vida T1 do tratamento 3 (0,58ns) com o Controle 1(0,48ns) tem-se uma
diferenga de 17,2%. Portanto pode-se constatar que a adulteragdo com 30% de cafeina trouxe
uma maior influéncia sobre o tempo de vida da amostra quando comparado com as
adulteracbes com creatina (30%) e lactose (30%). Provavelmente a cafeina tem um maior
poder de alteracdo dos fluordforos presentes na amostra (MAHAPATRA et al., 2012;
KRISKO et al., 2005; McKEMY et al., 2000). Brandao et. al., (2017), ao trabalhar com
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fluorescéncia resolvida no tempo para classificar e avaliar a composicdo de leites em pé
integral, desnatado e semidesnatado, constatou que a intensidade media de tempo de vida
aumentou do leite desnatado para o integral em 114,4 %, indicando possiveis alteragdes nos

fluoréforos causadas pela concentracdo de globulos de gordura.

Tabela 9: Pardmetros obtidos com aplicacdo da equacdo 2, referente a excitacdo/emissdo
(335/420 nm), do Controle 1 e Tratamentos 1, 2 e 3.
Excitagdo/emissédo (335/420 nm)

Parametros
Controle 1 Tratamento 1 Tratamento 2 Tratamento 3
T1 (ns) 0,14 £ 0,06 0,09 £ 0,02 0,17 £ 0,02 0,06 £ 0,01
T2 (ns) 1,95+ 0,07 2,10 £ 0,06 2,30 £ 0,08 2,02 £ 0,06
T3 (ns) 6,29 £0,12 6,42 £ 0,01 6,56 £ 0,14 6,2+0,11
T4 (ns) 14,50 + 0,37 15,32 £ 0,04 15,30 + 0,45 14,9+ 0,36
<T> 5,25 £ 0,06 5,41+ 0,02 5,33+0,08 5,37+ 0,04
A 0,142 -0,084 -0,001 -0,076
Bl 0,269 + 0,115 0,442 £ 0,08 0,249 + 0,03 0,639+0,1
B2 0,032+ 0,0006 0,032+0,0005 0,029 + 0,0005 0,028 + 0,0005
B3 0,020 £0,0004 0,020 +0,0005 0,020 + 0,0006 0,021 + 0,0005
B4 0,002 £0,0002 0,002 +0,0002 0,0017 +0,0002 0,002 + 0,0002
B1 (%) 14,48 14,71 15,44 14,76
B2 (%) 24,65 25,8 25,19 22,37
B3 (%) 49,78 49,63 49,80 51,90
B4 (%) 11,09 9,85 9,57 10,97
X2 1,2 11 11 11

<T> - Intensidade média do tempo de vida.



Tabela 10: Parametros obtidos com aplicacdo da equacao 1, referente a excitacdo/emissao

(335/470 nm), do Controle 1 e Tratamentos 1, 2 e 3.
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Excitacdo/emissdo (335/470 nm)

Parametros
Controle 1 Tratamento 1 Tratamento 2 Tratamento 3
T1 (ns) 0,61 +0.02 0,62 £ 0,02 0,52 £ 0,02 0,35+ 0,01
T2 (ns) 4,65 £ 0,05 4,70 £ 0,05 4,60 £ 0,04 4,42 £ 0,04
T3 (ns) 11,40 £ 0.09 11,60 + 0,09 11,44 + 0,08 11,26 + 0,07
<T> 6,05 + 0,04 6,16 £ 0,04 6,02 £ 0,04 6,07 £ 0,02
A 0,758 0,887 0,892 0,992
Bl 0,082 + 0,002 0,081 £ 0,002 0,096 + 0,002 0,139 £ 0,006
B2 0,033 +£0,0002  0,033+0,0002 0,034 £ 0,0002 0,034 + 0,0002
B3 0,008 £ 0,0002 0,008 + 0,0002 0,008 + 0,0002 0,009 + 0,0002
B1 (%) 16,73 16,89 16,70 16,29
B2 (%) 51,79 52,66 51,70 50,36
B3 (%) 31,48 30,45 31,61 33,35
X2 1,6 1,7 1,7 19

<T> - Intensidade média do tempo de vida

Para a excitacdo em 335 nm (Tabelas 9 e 10), os decaimentos foram bem ajustados em
uma exponencial quédrupla (para emissdo em 420 nm) e tripla (para emissdo em 470 nm).
Nas duas emissOes geradas com a excitagdo em 335 nm, 0s maiores tempos de vida de
emissdo foram novamente observados no Tratamento 1 (adulterante cafeina). Neste, a
intensidade média do tempo de vida foi de 5,41 ns (Tabela 9) e 6,16 ns (Tabela 10), referentes
as emissBes em 420 nm e 470 nm, respectivamente. Estes valores correspondem a uma
diferenca de 2,9% e 1,8%, quando comparados a intensidade média do tempo de vida dos
respectivos tratamentos controle. Comparando-se com a Tabela 8, nas Tabelas 9 e 10 pode-se
constatar que os aumentos percentuais nas intensidades de tempos de vida de emissdo das
amostras adulteradas foram menores quando excitadas em 335 nm.

Segundo Lemos, Aliyu e Hungerford (2012), a aplicacdo da espectroscopia resolvida
no tempo é bastante versatil no uso com produtos lacteos e na caracterizagdo de alimentos em
geral, bem como em relacdo a aspectos relacionados & sua seguranga, como no caso de
adulteracdes. Brandao et al. (2017) utilizou a técnica de fluorescéncia resolvida no tempo para
classificar e determinar a composicdo de leite em po de vaca e cabra. Foram utilizadas as

excitacoes de 270 nm e 315 nm, obtendo-se emissGes em 335 nm e 468 nm, respectivamente,
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sendo possivel diferenciar os dois tipos de leite. Os tempos de vida observados para o leite em
p6 de vaca foram sempre maiores do que os obtidos com o leite em pé de cabra.

De uma maneira geral, neste trabalho, a caracterizagdo das amostras pela
espectroscopia de fluorescéncia resolvida no tempo evidenciou diferencas entre a amostra
controle e aquelas adulteradas, especialmente a adicionada de cafeina e excitada no
comprimento de onda 275 nm. Os resultados aqui obtidos corroboram com fato de que a

técnica do TCSPC pode ser importante na detecgdo de fraudes em produtos lacteos.

5.2.2 Espectroscopia de fluorescéncia estacionéaria

Os espectros de fluorescéncia para Whey Protein concentrado (Controle 1) bem como
seus tratamentos a partir das adicdes com teores de 30% de cafeina (Tratamento 1), 30% de
creatina (Tratamento 2) e 30% lactose (Tratamento 3) obtidos com as excita¢cdes em 275 nm e
335 nm estdo apresentados na Figura 10A e 10B, respectivamente. Nas figuras, 0s espectros
foram normalizados de modo que o de maximo de fluorescéncia obtido em cada caso, tenha o

valor igual a 1, na tentativa de evidenciar apenas diferencas significativas entre as amostras.

Espectros obtidos com adulteracdes de cafeina, creatina e lactose ao Whey Protein

apos normalizacdo (A) - Excitacdo a 275 nm, (B) - Excitagdo a 335 nm:
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Figura 10: Espectros de emissdo normalizados da amostra Controle 1 de Whey Protein
concentrado e as adulteracGes nele realizadas. (A) - Excitagdo a 275 nm, (B) - Excitacdo a 335

nm. Fonte: o autor.
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Pela Figura 10A pode-se constatar que para a excitacdo das amostras em 275 nm, o
espectro de emiss@o apresentou um pico acentuado centrado em 335 nm e duas oscilagdes
(Ombros - shoulders) aproximadamente em 425 nm e 470 nm. Comportamento semelhante
foi observado por Pulgarin et al. (2005), ao analisar o espectro de fluorescéncia de Wheis
obtidos de diferentes leites (vaca, ovelha, cabra e ser humano). Em todos os Wheis foi
observado um pico de alta intensidade para uma excitagédo de 282 nm, gerando uma emisséo
em 331 nm. Brandao et al. (2017), ao utilizar a espectroscopia de fluorescéncia para autenticar
e classificar diferentes leites em poO, observou um pico acentuado de emissao centrado
aproximadamente em 335 nm.

No estudo aqui presente, dentre as amostras, a adulterada com cafeina (Tratamento 1)
apresentou uma forma no espectro de luminescéncia diferente do Controle 1 na faixa de
comprimento de onda de aproximadamente 325 nm a 430 nm. Esta faixa corresponde na
Figura 8A praticamente a banda de pico da cafeina, podendo-se observar que nos
comprimentos de onda de 325 nm e 430 nm os valores de emissdo do Controle 1 e
Tratamento 1 sdo bastante parecidos. Dentro desta faixa, as propriedades de emissoes
inerentes a cafeina trouxeram alteracdes no espectro de emissao do Tratamento 1.

Os espectros de emissdo das amostras adicionadas de creatina (Tratamento 2) e lactose
(Tratamento 3) se apresentaram muito semelhantes ao Controle 1, ndo sendo possivel detectar
visualmente as adulteracGes através do espectro de luminescéncia. Apesar de a creatina e
lactose terem apresentado picos de emissdo em torno de 430 nm (Figura 8A), quando
excitadas em 275 nm, este comportamento ndo foi observado nas amostras adulteradas com
estes compostos (Figura 10A). Entretanto, na Figura 10A, ao se observar a faixa de 430 nm a
530 nm, as intensidades de emissOes referentes ao Tratamento 1 (Cafeina), se mostraram
sempre menores do que aquelas observadas para a amostra Controle 1 e as adulteradas com
creatina e lactose (Tratamento 2 e 3). Este comportamento pode ser explicado pelo fato de que
no espectro de emissdo dos constituintes puros (Figura 8A), nesta faixa, as intensidades de
emissOes da creatina e lactose apresentam uma tendéncia de aumento, enquanto para cafeina
ha queda. Em grande parte da banda compreendida entre 430 nm a 530 nm, as emissfes da
creatina e lactose sdo maiores do que a da cafeina.

Na Figura 10A, apesar de os espectros dos tratamentos 2 e 3 terem sido muito
semelhantes ao do controle 1, no final da banda de emissdo estudada (praticamente de 510 a
525 nm), houve uma visual diferenciacdo. A inclinagdo das curvas, derivada primeira,
referente as amostras com creatina e lactose (Tratamento 2 e 3) se apresentaram semelhantes,

com valores de 0,01301 e 0,01295, respectivamente. J& a amostra adulterada com cafeina
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(Tratamento 1), apresentou uma inclinacdo semelhante ao controle 1, com valores de 0,00471
e 0,00544, respectivamente. Entdo, pela inclinacdo das curvas espectrais, ha indicios de que
ao final do espectro, ndo hd uma influéncia da adigdo de cafeina a amostra de Whey Protein
concentrado, mas apresenta evidéncias da adulteracdo com as substancias creatina e lactose.
Por outro lado, o comportamento do final do espectro pode estar relacionado também aos
harmonicos de difracdo de segunda ordem proveniente da fonte de emissao.

A excitagdo em 335 nm (Figura 10B) proporcionou um espectro com dois picos de
emissdo localizados em aproximadamente 425 nm e 475 nm, entretanto ndo possibilitou uma
diferenciacdo das amostras, nem mesmo aquela adicionada de cafeina (Tratamento 1). Este
comportamento pode estar relacionado ao fato de a cafeina pura quando excitada em 335 nm
ter um pico de emissdo muito baixo (Figura 8B) quando comparado ao pico gerado com uma
excitacdo de 275 nm (Figura 8A). Segundo Chen e Kohler (2012) ao trabalharem com cafeina
em solucdo aquosa constataram que o espectro de absor¢do no UV/vis apresentou maxima
absorcéo para um comprimento de onda de 273 nm.

Em relacdo aos outros adulterantes (creatina e lactose), pela Figura 8B eles ndo
apresentaram nenhum pico de emissdo quando excitados em 335 nm, sendo assim 0 uso do
comprimento de onda de 335 nm ndo possibilitou a deteccdo das adulteracGes pela simples
observacao do espectro de luminescéncia.

A Tabela 11 consta os valores calculados da distancia Euclidiana entre os espectros.
Para esta anélise, a normalizacdo foi realizada de modo a se obter média igual a zero e desvio
padrdo igual a 1, como descrito no item 4.5 deste documento, facilitando os célculos de
determinacdo de semelhanca entre os espectros. A titulo ilustrativo, os perfis espectrais sdo 0s
mesmos. Foi adotado um critério qualitativo baseado na semelhanca entre espectros
completos, através do célculo da distancia Euclidiana, como apresentado na equacdo 3. O
critério adotado foi que, ap6s a nova normalizacdo dos dados, valores de distancia entre pares
de espectros abaixo de 2 (ou seja, até dois desvios padrfes de valor unitario) foram
considerados semelhantes. Para aqueles com distancia igual ou maior que 2 considerou-se que

sdo diferentes entre si.
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Tabela 11: Distancia Euclidiana obtida entre as comparacdes dos espectros completos das

amostras adulteradas em relagdo ao Whey Protein concentrado (Controle 1).

ComparacOes entre 0s espectros Excitacdo (nm) Distancia Euclidiana
Tratamento 1 — Controle 1 275 3,30
Tratamento 2 — Controle 1 275 0,81
Tratamento 3 — Controle 1 275 0,98
Tratamento 1 — Controle 1 335 1,50
Tratamento 2 — Controle 1 335 1,02
Tratamento 3 — Controle 1 335 1,59

Os dados da distancia Euclidiana apresentados na Tabela 11 puderam validar as
observacdes visuais dos espectros da Figura 10A e 10B. Para a excitacdo de 275 nm, apenas a
comparacdo entre o Tratamento 1 com o Controle 1 revelou distancia euclidiana maior que 2
desvios padr@es, significando que o espectro completo da amostra contendo cafeina
diferencia-se do Controle 1. Os tratamentos 2 e 3 podem ser considerados semelhantes a
amostra controle 1 pela analise realizada. Com relacdo a excitacdo em 335 nm ndo se obteve

diferenciacéo significativa entre nenhum dos tratamentos e a amostra controle 1.

5.2.3 Anélise de Componentes Principais - PCA

Para confirmar a diferenciacdo realizada visualmente através dos espectros de
fluorescéncia (Figura 10A e 10B) e pelos célculos de distancia Euclidiana (Tabela 11), foi
realizada a andlise de componentes principais (PCA). A Tabela 12 mostra os resultados do
PCA da matriz proveniente dos espectros de fluorescéncia (normalizados de acordo com 0s
calculos de distancia Euclidiana) do Whey Protein concentrado (Controle 1) e os adulterados
com 30% de cafeina, 30% de creatina ou 30% de lactose, para a excitacdo de 275 nm (dados
equivalentes aos da Figura 10A).

No conjunto de dados estudados, o primeiro (PC1) e o segundo (PC2) componentes
principais, ja descrevem acima de 90% da variancia acumulada dos espectros. A Figura 11
representa o grafico de scores (separagdo entre as amostras — Fig. 11A) e de loadings
(influéncia dos comprimentos de onda no posicionamento das amostras no grafico de scores —
Fig. 11B). A Figura 12 mostra os pesos referentes ao grafico de loadings (Figura 11B) em

relagcdo aos comprimentos de onda de emissao.
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Tabela 12: Porcentagem da variancia calculada pela analise de componentes principais.

Excitacdo a 275 nm.

Componente Principal Variancia (%) Variancia Acumulada (%)
1 77,3 77,3
2 14,1 91,3

3 8,7 100,0
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Figura 11: Analise de componentes principais dos espectros de fluorescéncia das amostras de
Whey Protein concentrado (Controle 1) e adulteradas a partir da adi¢do de 30% em massa de
Cafeina (Tratamento 1), Creatina (Tratamento 2) e Lactose (Tratamento 3). Excitacdo a 275
nm. (A) Correlagdo entre as amostras (scores); (B) Influéncia dos comprimentos de onda

(loadings). Fonte: o autor.
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Figura 12: Loadings (pesos) sobre os comprimentos de onda de emissdo utilizados na analise
de componentes principais das amostras Controle 1, Tratamentos 1, 2 e 3, quando excitadas
em 275 nm. Fonte: o autor

Utilizando os espectros completos, foi possivel uma clara separacdo das amostras no
grafico dos scores (Figura 11A). Em relacdo ao PC1, observa-se uma clara distingdo da
amostra contendo cafeina (Tratamento 1) das demais. Este fato confirma as observacdes
anteriores. Devido a semelhanca entre os espectros, as amostras Controle 1 e os Tratamentos
2 e 3 revelaram-se intimamente correlacionadas em relacéo ao PCL1.

Pode-se observar que a faixa compreendida entre 360 a 430 nm, foi a principal
responsavel pelo posicionamento distinto da amostra do Tratamento 1 em relacdo as demais,
como pode ser confirmado pelo grafico de loadings (Figura 11B) e pela Figura 12, a qual
apresenta PC1 com pesos negativos intensos e PC2 no inicio da escala positiva. Além disso, a
regido acima de 410 nm demonstra ser a que mais influencia a diferenciacao entre as amostras
Controle 1 e os tratamentos 2 e 3. Por outro lado, em relacdo ao componente secundario, que
explica em torno de 14% da variabilidade dos espectros, pode-se observar uma diferenciacdo
entre o Controle 1 e os outros tratamentos (Figura 11). A principal faixa de comprimento de
onda que caracteriza o posicionamento da amostra Controle 1 é entre 438 a 450 nm (Figura
11B). Na Figura 12, pode-se observar 0 comportamento positivo do PC1 e negativo de PC2,
confirmando o posicionamento da amostra Controle 1. O final do intervalo de medida, ou
seja, entre 510 nm até 525 nm foi o responsavel pela leve diferenciacdo observada entre 0s
Tratamentos 2 e 3, onde pode-se observar PC1 e PC2 na escala positiva da Figura 12.

Como o comprimento de onda da excita¢do foi de 275 nm, a faixa em torno de 550 nm

pode revelar intensidade de sinal proveniente da fonte de excitacdo (harménicos de difracdo
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de segunda ordem), levando a diagndsticos falsos positivos. Portanto, apesar da analise de
componentes principais ter mostrado uma diferenciacdo da amostra Controle 1 em relagéo ao
Tratamento 2 (creatina) e 3 (lactose), ndo se pode afirmar que este resultado seja conclusivo.
Da mesma forma, tem-se a analise PCA dos espectros obtidos com excitacdo em 335
nm. A Tabela 13 mostra os resultados do PCA da matriz proveniente dos espectros de
fluorescéncia dos Whey Protein concentrado (Controle 1) e adulterados com 30% de cafeina,
creatina e lactose. Neste caso, o primeiro (PC1) e o segundo (PC2) componentes principais, j&
descrevem acima de 75% da variancia acumulada dos espectros. A Figura 13 representa o
gréfico de scores (separacao entre as amostras) e de loadings (influéncia dos comprimentos de

onda no posicionamento das amostras no grafico de scores).

Tabela 13: Porcentagem da variancia calculada pela analise de componentes principais.

Excitacdo a 335 nm.

Componente Principal Variancia (%)  Variancia Acumulada (%)
1 49,2 49,2
2 26,6 75,8

3 24,2 100,0
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Figura 13: Analise de componentes principais dos espectros de fluorescéncia das amostras de
whey protein Controle 1 e adulteradas a partir da adicdo de 30% em massa de Cafeina
(Tratamento 1), Creatina (Tratamento 2) e Lactose (Tratamento 3). Excitacdo a 335 nm. (A)
Correlagdo entre as amostras (scores); (B) Influéncia dos comprimentos de onda (loadings).

Fonte: o autor.
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Como visto anteriormente, 0s espectros obtidos através da excitacdo em 335 nm foram
muitos semelhantes (Figura 10B) e ndo apresentaram diferencas significativas em relacdo aos
calculos de distancia euclidiana. De acordo com a PCA, apesar da separagdo entre as amostras
(Fig. 13A), de acordo o gréafico de loadings (Fig. 13B), houve uma distribuicdo homogénea
dos comprimentos de onda influenciando os dois componentes principais de maior
variabilidade, como era esperado.

A Figura 14 mostra os pesos referentes ao grafico de loadings (Figura 13B) em relacéo
aos comprimentos de onda. Pode-se observar que a faixa compreendida entre 366 a 410 nm,
foi novamente a responsavel pelo posicionamento da amostra Tratamento 1, ja que se
encontra na escala negativa do PCL1 e positiva no PC2. O tratamento 3 parece sofrer influéncia
de comprimentos de onda préximos a 415, uma vez que neste ponto ambos componentes se
encontram na escala negativa. A partir de 415 nm ocorre aumento do peso dos comprimentos
de onda no PC1 até aproximadamente 450 nm, enquanto o PC2 varia consideravelmente.
Pode-se observar que os tratamentos 1 e 3 estdo mais correlacionados entre si perante o PC1
na escala negativa. J& o tratamento 2 se encontra na escala positiva do PC1 e negativa do PC2.
Logo, a amostra tratamento 2 pode sofrer maior influéncia dos comprimentos de onda
préximos a 440 nm e também entre 460 e 525 nm, ja que nesta faixa 0 PC1 se encontra

positivo enquanto PC2 negativo. A partir deste ponto, a analise é dificultada.

%Zzz i . i A LA
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Figura 14: Loadings (pesos) sobre os comprimentos de onda utilizados na analise de
componentes principais das amostras Controle 1, Tratamentos 1, 2 e 3, quando excitadas em

355 nm. Fonte: o autor.
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Pode-se observar pela Figura 18 que a faixa compreendida entre 366 a 410 nm, foi a
responsavel pelo posicionamento da amostra do Tratamento 1, j& que se encontra na escala
negativa do PC1 e positiva no PC2. O Tratamento 3 parece sofrer influéncia de comprimentos
de onda préximos a 415 nm, uma vez que neste ponto ambos componentes se encontram na
escala negativa. A partir de 415 nm ocorre aumento do peso dos comprimentos de onda no
PC1 até aproximadamente 450 nm, enquanto o PC2 varia consideravelmente. Pode-se
observar que os Tratamentos 1 e 3 estdo mais correlacionados entre si perante o PC1 na escala
negativa. Ja o tratamento 2 se encontra na escala positiva do PC1 e negativa do PC2. Logo, a
amostra do Tratamento 2 pode sofrer maior influéncia dos comprimentos de onda préximos a
440 nm e também entre 460 e 525 nm, j& que nesta faixa 0 PC1 se encontra positivo enquanto
PC2 negativo. A partir deste ponto, a anélise se torna mais dificil devido ao fato de a
influéncia dos comprimentos de onda ter uma dificil diferenciacéo.

Apesar da analise de componentes principais dos espectros excitados a 335 nm ser
inconclusiva, ela revela parametros de interesse, ou seja, 0s principais comprimentos de onda

onde provavelmente pode-se encontrar diferencas entre os tratamentos e o controle.

5.3 Calculo das derivadas

Para evidenciar diferencas entre os espectros, foram calculadas as derivadas primeira e
segunda em regides especificas. Uma vez que a cafeina foi facilmente identificada utilizando
0 comprimento de onda de 275 nm, esta ndo foi utilizada para as comparac¢des das derivadas a
sequir.

A regido de emissdo com comprimento de onda acima de 375 nm revelou-se de maior
importancia para o diagnéstico das adulteracbes com lactose e creatina, de acordo com o
observado na andlise de componentes principais, quando as amostras foram excitadas a 275
nm. J& nas amostras excitadas em 335 nm, a regido acima de 425 nm foi utilizada.

Na Figura 15, tem-se a comparacao entre as faixas espectrais provenientes da primeira
derivada dos espectros dos Tratamentos 2 e 3, com a amostra Controle 1. No caso da adigéo
de creatina (Tratamento 2 — Figura 15A), o calculo da distancia Euclidiana revelou valor de
7,7, indicando a diferenciagdo entre as amostras. Da mesma forma, quando adicionada lactose
(Tratamento 3 — Figura 15B), as curvas de primeira derivada foram diferenciadas ja que a

distancia foi equivalente a 7,4.
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Figura 15: Comparagdo entre as transformagOes de primeira derivada dos espectros de

emisséo das amostras Controle 1 com os Tratamentos 2 (A), e 3 (B). Excitagdo com 275 nm.

Fonte: o autor.

No caso da transformacdo por segunda derivada, apresentada na Figura 16, foi
possivel a diferenciacdo entre os tratamentos através do célculo da distancia Euclidiana. Para
as comparag0es entre a amostra Controle 1 e os Tratamentos 2 (Figura 16A) e 3 (Figura 16B),

foram obtidas distancias de 13,2 e 13,9, respectivamente.
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Figura 16: Comparacdo entre as transformacdes de segunda derivada dos espectros de

emisséo das amostras Controle 1 com os Tratamentos 2 (A), e 3 (B). Excitagdo com 335 nm.

Fonte: o autor.

No caso da excitagdo em 275 nm, as derivadas demonstram que é possivel a
diferenciacdo dos Tratamentos 2 e 3 ao Controle 1, porém para a identificacdo do adulterante
€ necessario a confirmacdo de que as derivadas dos espectros dos tratamentos sdo
significativamente diferentes. O resultado obtido para as distancias Euclidianas entre os
Tratamentos 2 e 3 foi 8,3 e 10,4 para a primeira e segunda derivadas, respectivamente; isto &,
acima de 2, confirmando o pressuposto.

Quando excitadas a 275 nm, a lactose e a creatina puras apresentam em seus espectros

de emissdo um pico no comprimento de onda em torno de 430 nm (Figura 8A).
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Figura 17: Comparacdo entre as transformacoes de primeira (A) e segunda (B) derivadas dos
espectros de emissdo das amostras Controle 1 com os Tratamentos 2, e 3, no intervalo entre
420 e 440 nm com evidéncia de pontos de diferenciacdo das amostras. Excitagdo com 275 nm.

Fonte: o autor.

Na Figura 17A e 17B, ao redor de 430 nm, trés comprimentos de onda de emisséo
(426 nm, 429 nm e 433 nm) chamam a atencdo para uma possivel diferenciacdo entre as
amostras. Nestes pontos localizam-se numericamente as maiores diferencas entre as
intensidades das derivadas primeira e segunda. Como exemplo, em 429 nm, os valores da
intensidade normalizada da primeira derivada para os Tratamentos 2, Controle 1 e Tratamento
3 sdo respectivamente 1,08, -0,26 e -1,42, indicando possivel ponto de interesse para
diferenciar os tratamentos. Entretanto, ndo se pode afirmar que estes pontos séo efetivamente
onde as diferencas sdo significativas. E necessario um estudo especifico para se obter a
robustez necessaria para a analise estatistica pontual para se ter uma conclusdo efetiva das
diferengas encontradas.

Os resultados dos espectros de emissdo das primeira e segunda derivadas obtidos com

a excitacdo de 335 nm podem ser observados nas Figuras 17 e 18, respectivamente.
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Figura 18: Comparagéo entre as derivadas primeira dos espectros de emissdo das amostras
Controle 1 com os Tratamentos 2 (A), e 3 (B). Excitacdo com 335 nm. Fonte: o autor.
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Figura 19: Comparagdo entre as transformagdes de segunda derivada dos espectros de
emisséo das amostras Controle 1 com os tratamentos 2 (A), e 3 (B). Excitagdo com 335 nm.

Fonte: o autor.

De maneira semelhante a anterior, 0s espectros transformados, quando comparados ao
da amostra Controle 1, resultam em distancias Euclidianas de valor superior a 2, sendo
possivel a discriminagdo entre os tratamentos. Para a primeira derivada das comparacfes entre
Controle 1 e Tratamento 2 (Fig. 17A), e Controle 1 e Tratamento 3 (Fig. 17B), as distancias
calculadas foram de 8,2 e 6,5, respectivamente. No caso da segunda derivada, os célculos
revelaram valores de 12,4 (Controlel versus Tratamento 2 — Fig. 18A) e 10,1 (Controle 1
versus Tratamento 3 — Fig. 18B).

As Figuras 20A e 20B apresentam uma analise comparativa das primeira e segunda

derivadas do Controle 1 conjuntamente com os Tratamentos 2 e 3.
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Figura 20: Comparacéo entre os espectros de emissao referentes as primeiras (A) e segundas

(B) derivadas, obtidos com as amostras Controle 1 e os Tratamentos 2, e 3 com evidéncia de

possiveis pontos de diferenciacdo das amostras. Excitacdo com 335 nm. Fonte: o autor.

De acordo com a Figura 20, comparando-se os Tratamentos 2 e 3, a distancia
euclidiana de 4,7foi obtida para as primeiras derivadas e 11,3 para as segundas, o que
significa que, de maneira semelhante a anterior, os calculos das derivadas em 335 nm
demonstraram que é possivel detectar alteracdes nas amostras. Além disso, ao analisar 0s
espectros nos arredores de 570 nm, é possivel evidenciar comprimentos de ondas em que ha
indicativos de diferenciacdo entre as amostras — Controle 1, Tratamento 2 e Tratamento 3
(Figura 20). Quando excitadas a 335 nm, a lactose e a creatina puras apresentam pouca ou
nenhuma emiss@o em seus espectros (Figura 8B). Dessa forma, sem a robustez necessaria, nao
se pode concluir que os comprimentos de onda indicados na Figura 20 sejam efetivamente
pontos de referéncia para a discriminacao entre os tratamentos, mas sim, sugestivos de que a
analise qualitativa é possivel, mesmo quando os adulterantes emitem pouca ou nenhuma

fluorescéncia no comprimento de onda especificado.
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5.4 Adulteracdes com cafeina no Whey Protein concentrado (Controle 2)

Como diferengas explicitas foram observadas somente na amostra adulterada com
cafeina excitada a 275 nm, a adulteracdo do Whey Protein concentrado (Controle 2) foi
realizada com apenas esta substancia.

Na Figura 21 observa-se o0s espectros das comparagdes entre as amostras controle e
seus respectivos tratamentos com adicéo de 30% de Cafeina.

Espectros obtidos do Controle 1 com adulteracdo de cafeina ( tratamento 1), e com do
Controle 2 com adulteracdo de cafeina (tratamento 4) (A) - Excitacdo a 275 nm, (B) -

Excitacdo a 335 nm:
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Figura 21: Espectros de emisséo da fluorescéncia com excitacdo fixada (A) 275 nm e (B) 335

nm dos Controles 1 e 2 e com cafeina a 30% em massa (Tratamento 2 e 4). Fonte: o autor.

Na Figura 21A observa-se que assim como ocorrido com o Tratamento 1, a adi¢do de
cafeina no Controle 2 (Tratamento 4) demonstra clara alteracdo do espectro de emissdo na
faixa entre 325 a 430 nm, quando excitada em 275nm. Com relagéo a excitacdo em 335 nm
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(Figura 21B), ndo foi possivel observar alteracfes provocadas pela adicdo da cafeina em
nenhum dos controles. Resultado esperado a partir das observacfes realizadas nas analises
preliminares.

Para a analise das amostras de Whey Protein concentrado (Controle 1 e Controle 2),
adicionados com cafeina, foi feita a soma quadratica nos picos de excitacdo em 275 nm

(Figura 19A) e 335 nm (Figura 19B), apresentada na Tabela 14 abaixo.

Tabela 14: Distancia Euclidiana obtida entre as comparagdes dos espectros completos das

amostras.

Comparac@es entre 0s espectros Excitacdo (nm)  Distancia Euclidiana
Controle 1 — Controle 2 275 0,75
Controle 1 — Controle 2 335 1,26
Tratamento 1 — Controle 1 275 3,30
Tratamento 1 — Controle 1 335 1,50
Tratamento 4 — Controle 2 275 4,79
Tratamento 4 — Controle 2 335 1,36
Tratamento 1 — Tratamento 4 275 1,95
Tratamento 1 — Tratamento 4 335 0,88

Controle 1: (WPC Fagron puro); Controle 2: (WPC Puro Lote); Tratamento 1: (WPC 70% +
Cafeina 30%); Tratamento 4: (WPC Puro Lote + Cafeina 30%).

Comparando-se os dois Wheis controles, observa-se distancias euclidianas menores
que 2, indicando que séo estatisticamente semelhantes. J& ao comparar cada Whey controle
com e 0s seus respectivos tratamentos adicionados de cafeina, observa-se que na excitacdo de
275 nm, foram os Unicos com distancias euclidianas maiores que 2, ou seja, a pratica da
adicdo da cafeina gera produtos com espectros diferentes. O espectro de emissdo do
Tratamento 1 comparado ao Controle 1 possui distancia euclidiana de 3,3 e o Tratamento 4
comparado ao Controle 2 a distancia é de 4,79.

A comparacdo dos tratamentos com adi¢do (Tratamento 1 versus Tratamento 4), tanto
para a excitagdo de 275 nm quanto para a de 335 nm, mostrou ndo apresentar diferencas
significativas, pois os valores encontrados sdo menores que 2. Este fato indica que a adigéo de
cafeina nas amostras de Whey (Controle 1 e 2) proporcionou semelhante alteracdo nos

espectros gerados
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6 CONCLUSOES

A espectroscopia de fluorescéncia estacionaria evidenciou indicios de fraudes em
Whey Protein pela adicdo de creatina, lactose e principalmente pela adi¢éo de cafeina.

Foi possivel demonstrar alteracdes nas amostras adulteradas com creatina e lactose
somente apds a aplicacdo de derivadas de primeira e segunda ordem, quando excitadas em
275nm e 335nm.

Estatisticamente, através da analise de medidas de similaridade feita com a distancia
euclidiana aplicada em toda faixa dos espectros, a amostra com cafeina foi a Unica que se
diferenciou do controle.

O tratamento matematico atraves do calculo das derivadas mostrou ser uma importante
alternativa para uma andalise mais criteriosa das adulteracdes no Whey Protein.

A fluorescéncia resolvida no tempo também evidenciou indicios de fraude em Whey
Protein pela adicdo de creatina e lactose e cafeina, principalmente quando observados os

tempos de vida T1.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Nesta pesquisa foi possivel verificar a aplicabilidade da espectroscopia de
fluorescéncia e espectroscopia de fluorescéncia resolvida no tempo na avaliacdo de
adulteracbes de Whey Protein concentrado com adicdo de cafeina, creatina e lactose. Como

sugestdes para trabalhos futuros pode-se citar:

e Avaliar adulteracGes através de uma ampla faixa de concentracdo dos adulterantes
(planejamento experimental), com o objetivo de demonstrar a sensibilidade da
deteccdo pela técnica da espectroscopia de fluorescéncia e espectroscopia de
fluorescéncia resolvida no tempo;

e Ampliar os estudos ja realizados com as técnicas de espectroscopia de fluorescéncia e
espectroscopia de fluorescéncia resolvida no tempo, combinando-as com a técnica da
espectroscopia infravermelha por transformada de Fourier (FTIR-ATR), a qual é
considerada uma ferramenta de andlise Util e aplicavel na deteccdo de fraudes em
alimentos em geral.

e Acoplar ao equipamento de TCSPC acessorios de fontes de luz para resolucdo de

picosegundos.
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