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RESUMO

Este trabalho tem como objetivo geral a utilizacdo da Espectroscopia na regiao
do Infravermelho Médio, aliada a calibracdo multivariada (PCA e PLS) para
caracterizar e quantificar a composicao majoritaria de férmulas infantis. Foram
avaliadas 20 marcas comercializadas em Juiz de Fora (MG), de quatro grandes
industrias do ramo. Determinou-se a composicdo majoritaria das amostras (teor
de lipidios, proteina verdadeira, carboidratos, umidade, sélidos totais e cinzas)
por meio de métodos fisico-quimicos, em duplicata, de acordo com
metodologias oficiais de andlise, sendo que os resultados, em geral, atendem a
legislacdo vigente. Em acréscimo, foi realizada a avaliacdo espectroscopica
das formulacées, na regido MIR de 4000 cm™ a 400 cm™. Utilizando-se de
ferramentas estatisticas, foi possivel interpretar os espectros gerados e
caracterizar a composicao das formulas infantis testadas, em comparagcdo as
principais alegacdes descritas no rotulo e da literatura. As proposicoes
sugeridas foram confirmadas pelo comportamento das amostras destas frente
a Analise dos Componentes Principais (PCA), e a partir disto, pode-se dizer
que a espectroscopia FT-MIR-ATR foi capaz de caracterizar as diferentes
formulacg@es testadas, quando aliada a estatistica multivariada. Ja em relacdo a
Regressdo por Minimos Quadrados Parciais (PLS), somente foi encontrada
correlacéo entre os dados fisico-quimicos e os espectros MIR no intervalo entre
1400 cm™ e 1000cm™, e por isso, este foi utilizado para as previsdes dos
valores analiticos. Por ser a regido caracteristica da absorcdo de carboidratos,
o modelo apresentou os melhores resultados na predicdo do teor deste
componente, com perfil de curva de calibracdo e ao mesmo tempo, apresentou
predi¢cdes ruins para o restante dos atributos testados. Sugere-se que o modelo
possui potencial para as predicbes fisico-quimicas, em especial para
carboidratos, caso sejam efetuadas curvas de calibragdo para este tipo de

matriz alimentar.

Palavras-chaves: FT-MIR-ATR. Lacteos. PCA. PLS. Nutrigdo infantil.



ABSTRACT

This work focuses on the use of Fourier Transformed Mid Infrared Spectroscopy
(FT-MIR) coupled to Attenuated Total Reflectance (ATR), combined with
multivariate calibration as Principal Component Analysis (PCA) and Partial
Least Squares (PLS) to characterize and quantify the majority composition of
infant formulas. Twenty trademarks marketed in Juiz de Fora (MG) were
evaluated from four different industries. The majority composition of the
samples (lipid content, true protein, carbohydrates, moisture, total solids and
ashes) was determined by physicochemical methods, in duplicate, according to
official analysis methodologies. The results, in general, comply with current
legislation. On the other hand, the spectroscopic evaluation of the formulations
was performed in the MIR region from 4000 cm™ to 400 cm™. Using statistical
tools, it was possible to interpret the generated spectra and characterize the
composition of the infant formulas tested, in comparison to the main claims
described in the labels and in the literature. The suggested propositions were
confirmed by the behavior of these samples when compared to PCA. It can be
said that FT-MIR-ATR spectroscopy was able to characterize the different
formulations tested, when allied to multivariate statistics. In relation to the
Regression by PLS, only a correlation was found between physicochemical
data and MIR spectra in the interval between 1400 cm™ and 1000 cm™, and
therefore, it was used for the predictions of the analytical values. Because it is
the characteristic region of carbohydrate absorption, the model presented the
best results in the prediction of the content of this component, with a calibration
curve profile and at the same time presented bad predictions for the rest of the
attributes tested. It is suggested that the model has potential for
physicochemical predictions, especially for carbohydrates, if calibration curves

are made for this type of food matrix.

Key-words: FT-MIR-ATR. Dairy products. PCA. PLS. Infant nutrition
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1 INTRODUCAO

A alimentacao correta no primeiro ano de vida € de extrema importancia
para o desenvolvimento da crianga, uma vez que ira influenciar em grande
parte seu futuro (FERREIRA, 2005). O leite materno € o tipo de alimentacao
mais adequado para o recém-nascido e lactente por ser capaz de suprir todas
as necessidades nutricionais durante os primeiros seis meses de vida,
permitindo que ele permaneca em aleitamento materno exclusivo (CALIL;
FALCAO, 2003).

Em casos nos quais alimentacdo no seio materno ndo é possivel, tanto
em razdes relacionadas a mae quanto ao lactente faz-se necessaria a
utilizacdo de férmulas infantis. Dentre os fatores que afetam a amamentacao
pode-se citar, por exemplo, infeccdo materna por agentes que podem ser
transmitidos pelo leite, exposi¢cdo materna a farmacos ou a agentes ambientais,
recusa ou impossibilidade de amamentar, bem como aumento ponderal
inadequado do lactente, além de alguma patologia relacionada a crianca, entre
outros (FERREIRA, 2005).

Diante deste cenario, a composi¢cdo do leite humano vem sendo usada
ha algumas décadas como modelo para preparacdo de formulas de
alimentagéo infantil, a partir do leite de vaca. Denominadas -baby foods|ou
-infant formulas”, estas sdo divididas em Formulas para Lactentes (indicadas
do nascimento até 6 meses) e Férmulas de Seguimento (dos seis meses aos
12 meses de idade).

Segundo Ferreira (2005), a respeito dos componentes majoritarios, a
indUstria vem praticando desde a década de 1960, modificagcbes na
composicdo do leite de vaca para tornar as formulas infantis mais proximas do
materno. O objetivo inicial da composicdo da férmula infantil era torna-la
semelhante a do leite humano, o que ndo é atingido devido a diferente
digestibilidade e biodisponibilidade entre seus nutrientes (LONNERDAL, 2014).
Tais modifica¢des consistem principalmente na reducao do teor proteico, obtido
principalmente pela diminuicdo de caseinas; substituicdo da gordura, para
alterar a relacdo acidos graxos saturados/insaturados; adicdo de lactose;
reducdo de sais minerais; suplementacédo vitaminica e de ferro (CAMPOS et
al., 2008).
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Visto a grande frequéncia de utilizacdo das Formulas Infantis e as
diversas adaptagces que visam garantir que a formulacéo seja adequada como
Unica e segura fonte de nutrientes, € de extrema importancia a avaliacdo da
qualidade destes produtos, principalmente buscando observar se as alegacoes
declaradas nos rétulos e propagandas sao condizentes com sua composicao.

Os alimentos sdo apontados como matrizes de dificil analise, devido a
complexidade da sua constituicdo organica. Em consequéncia, ndo existe um
Unico método analitico oficial capaz de determinar sua composicao centesimal,
sendo necessario dosear isoladamente cada componente. Comumente realiza-
se, principalmente, o doseamento de proteinas, carboidratos, lipidios, cinzas,
sélidos totais e umidade, podendo-se ter ainda a determinacao do teor de fibras
e de outros componentes mais especificos (LUTZ, 2008).

Na maioria dos casos, as técnicas oficiais caracterizam-se por
metodologias longas, de natureza destrutiva em relacdo a amostra e que
demandam tempo e gastos de reagentes quimicos. Para tanto, faz-se
necessario além de um laboratério bem equipado e com descarte adequado de
residuos, analistas devidamente treinados, de forma a fornecer seguranca
analitica e ambiental.

Os métodos oficiais de analise fisico-quimicas sédo regulamentados,
entre outros érgdos, pela AOAC (Association of Official Analytical Chemists), e
no Brasil, na 4rea da bromatologia, tem-se como referéncia as metodologias
analiticas descritas segundo o Instituto Adolf Lutz, reconhecido
internacionalmente por sua competéncia em pesquisas laboratoriais e na
vigilancia epidemiolégica, sanitaria e ambiental requerida (LUTZ, 2008).

Com tantos avancos tecnoldgicos na ciéncia dos alimentos, € constante
a necessidade de modernizacdo e atualizacdo dos métodos analiticos,
principalmente aqueles capazes de determinar de forma mais simples e répida,
a presenca ou teor de analitos presentes em concentragbes muito baixas, de
modo a atender as novas exigéncias legais quanto a qualidade e segurancga de
alimentos. Neste sentido, novas técnicas instrumentais, baseadas em
principios fisicos e quimicos, sdo frequentemente desenvolvidas. Dentre os
meétodos fisicos, destacam-se 0s baseados na espectroscopia na regido do
infravermelho. S&o métodos mais rapidos na medigcdo de matrizes complexas,

sem geracao de residuos, e na maioria das vezes dispensam tratamento prévio
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da amostra. Além disso, quando aliados a ferramentas estatisticas, s&o
capazes de promover a identificacdo, qualificagdo e quantificagcdo de
compostos organicos nos alimentos, a partir de um U(nico espectro
(CAMPESTRINI, 2005).

Apos exposicdo das informacdes anteriores, com o alto indice de
substituicdo do aleitamento materno por Formulas Infantis, nota-se a grande
importancia dos estudos da composicdao destas formulacdes. Estudos
relacionados a quantificacdo dos componentes, em especial, de proteinas
nestes produtos sdo escassos. A maioria das pesquisas apenas aborda
rotulagem ou avalia teoricamente a quantidade de nutrientes exigida pelas
legislacbes vigentes, sem compara-los com os teores obtidos analiticamente.

A utilizacdo da espectroscopia na regido do infravermelho, em conjunto
com analises multivariadas, leva a caracterizacéo rapida e ao desenvolvimento
de metodologias analiticas com robustez e confiabilidade necessérias para
garantia da qualidade. Dessa forma, a hipétese deste trabalho consiste em
utilizar a espectroscopia FT-MIR, combinadas a ferramentas estatisticias para
avaliar e predizer a composicao de diferentes férmulas infantis disponiveis ao

consumidor.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 O Leite Materno

O leite materno € considerado o alimento ideal para o recém-nascido,
uma vez que, quando produzido por maes saudaveis € suficiente para suprir
todas as suas necessidades nutricionais nos primeiros seis meses de vida.
Possui uma composicdo balanceada, de facil digestdo, que inclui todos os
nutrientes essenciais, além de aproximadamente 45 tipos diferentes de fatores
bioativos, que contribuem para o crescimento e desenvolvimento do recém-
nato, bem como para a maturacdo de seu trato gastrintestinal. Dentre eles
destacam-se fatores antimicrobianos, agentes anti-inflamatérios, enzimas
digestivas, vérios tipos de hormonios e fatores de crescimento (CALIL;
FALCAO, 2003).

Os inumeros beneficios do aleitamento materno para o organismo
infantil incluem aspectos higiénicos, imunoldgicos, psicossociais e cognitivos,
além de prevencao de doencgas futuras. As vantagens nutricionais estendem-se
a adaptacao do leite materno a relativa insuficiéncia transitoria digestiva e renal
do recém-nascido e também a evolugcdo das suas necessidades, por meio de
mudangas na sua composicdo com o decorrer da lactagcdo, permitindo um
crescimento harmonioso do lactente (FERREIRA, 2005).

O ato de amamentar pode trazer beneficios a mae, como a reducédo do
sangramento transvaginal pds-parto e a prevencdo de doencas diversas, além
de estimular o desenvolvimento da musculatura orofacial da crianca e
desenvolver um maior vinculo entre a méae e o filho (FERREIRA, 2005). Por
isso, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomenda a amamentacao
materna de forma exclusiva durante os primeiros seis meses de vida (CAMPOS
et al., 2008).

2.1.1 A Composigéao do Leite Materno

A composicdo quimica do leite materno varia de acordo com o tempo de
amamentacao, de modo a se adaptar as necessidades fisioldgicas da crianca.
Assim, pode ser classificado de acordo com o estagio de lactacdo, como:
colostro, de transicdo e maduro. O colostro é o primeiro leite excretado, obtido

em média até o sétimo dia apO0s o parto; o leite de transicdo é o produto
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intermediario, obtido em média do sétimo ao 15° dia ap0s o parto, e o leite
maduro, aquele produzido, em média partir do 15° dia apés o0 nascimento,
conttm o0s nutrientes necessarios ao crescimento e desenvolvimento
psicomotor da crianca (RECHE, 2013).

Comparado ao leite maduro, o colostro € mais viscoso, possui maiores
concentragfes de proteinas, minerais e vitaminas lipossoluveis, particularmente
A, E e carotendides, bem como menores quantidades de lactose, gorduras e
vitaminas do complexo B. Seu contetudo energético oscila em torno de 58
kcal:-100mL™, em contraste com as 71kcal-100mL™ existentes no leite maduro
(CALIL; FALCAO, 2003).

Do ponto de vista quimico, o leite humano apresenta em sua
composi¢do nutricional todos os constituintes necessarios para a alimentacéo e
crescimento do bebé. Contém agua em quantidade suficiente, assim como
macronutrientes (carboidrato, proteinas e gordura) e micronutrientes (vitaminas
e minerais). E também considerado como uma 6tima fonte de célcio, fornece
quantidades moderadas dos elementos zinco e ferro, além de baixos teores de
magnésio e tracos de manganés e cobre (LUO, et al., 2010).

2.1 - Composicdao do leite humano em comparacéao ao leite de vaca

A Tabela 1 mostra uma comparacdo da composicao do leite materno em

relacdo ao leite de vaca.

Tabela 1- Teores médios de macronutrientes no leite humano maduro e
leite de vaca

Leite humano maduro

Componente (acima de 14 dias) Leite de vaca

Proteina (g-100g™) 1,0 3,4
' .100q2 0,4 2,8

Caseina (g-10097) (40% da proteina) (80% da proteina)
Gordura (g-100g™) 3,8 3,7
Lactose (g-100g™) 7,0 4,6
Minerais (g-100g™) 0,2 0,8
Energia (kcal-100g™) 66 65

Fonte: Adaptado de SOCIEDADE BRASILEIRA DE PEDIATRIA (2012)
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De acordo com a Sociedade Brasileira de Pediatria (2012), na
impossibilidade da amamentagdo, as Formulas de Alimentacdo Infantil
mostram-se como 0 substituto mais indicado, e em contrapartida, o leite de
vaca nao é um alimento recomendado para criancas menores de dois anos.

Nota-se que as maiores diferencas se relacionam ao teor proteico, que
se mostra mais elevado no leite de vaca, devido ao maior teor de caseina, e
em contrapartida, menor teor de lactose, em relagéo ao leite materno. Segundo
Walstra, Wouters e Geurts (2006), os compontentes também variam fortemente

durante todo o periodo de lactacdo (Tabela 2).

Tabela 2- Composicdo média do leite humano e do leite de vaca

- Leite
Componente (;J;:dl%%(;) (ﬁaln(zztnrg humano Leite de vaca
maduro
Valor Energético kJ 240 300 290
Lipidios g 2,5 4,2 4
Acido Linoleico mg 400 70
Colesterol mg 25 20 13
Lactose g 5 6,3 4,6
Outros sacarides g 1,8 1,3 0,1
Proteinas g 1,6 0,8 3,3
Compostos nao g 05 05 0.1
proteicos
Céalcio mg 30 35 115
Magnésio mg 3,5 3 11
Zinco mg 1 0,3 0,4
Ferro Mg 75 80 20
Fosforo mg 14 14 95
Cobre Mg 60 40 2
Vitamina A ug 200 80 45
Vitamina D ug 0,01 0,06
Vitamina E ug 1 0,4 0,1
Tiamina (B1) ug 2 17 45
Riboflavina (B2) Ug 30 30 180
Vitamina B6 ug 6 65
Acido Félico g 5 5
Vitamina B12 ug 0,01 0,4
Vitamina C mg 4 4 2,2

Fonte: Adaptado de Walstra; Wouters; Geurts (2006)
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a) Composicao Lipidica

As gorduras constituem a maior fonte de energia do leite humano,
aproximadamente 45% a 55% do valor calérico total (CALIL; FALCAO, 2003).
O teor médio de lipidios se assemelha ao leite bovino, porém os residuos de
acidos graxos dos triacilglicerois apresentam um padréo diferente, uma vez que
acidos de cadeia curta (menos de 12 atomos de carbonos) sdao pouco
presentes, e contém grandes quantidades de acidos graxos poliinsaturados
(PUFA), os quais representam cerca de 88% de gordura do leite (18-22 atomos
de carbono, 2-5 ligagdes duplas) (WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006).

Segundo Calil e Falcao (2003) , assim como no leite bovino, a maior
propor¢cdo da gordura lactea é formada a partir dos lipideos circulantes,
derivados da dieta e/ou dos depdsitos maternos. Assim, uma dieta pobre em
gorduras e com elevado teor de carboidratos pode promover alteracdes na
proporcao dos acidos graxos de cadeia média e intermediaria.

Os lipidios do leite humano séo facilmente digeriveis e absorviveis em
decorréncia da acdo combinada de varios fatores, como a organizacdo do
glébulo de gordura, a composicéo, tamanho e distribuicdo de acidos graxos na
molécula do triacilglicerol e as atividades enzimaticas complementares. O leite
humano é fonte ainda dos acidos linoléico (C18:2, w-6, 8-17%) e linolénico
(C18:2, w -3, 0,5%), considerados essenciais, que séo precursores dos acidos
graxos poliinsaturados de cadeia longa — Acidos Docohexaenoico (DHA, 22:6n-
3) e Acido Araquiddnico (ARA, 20:4n-6). Estes sdo componentes dos
fosfolipides das membranas celulares e exercem importante papel no
crescimento e desenvolvimento do sistema nervoso (CALIL; FALCAO, 2003;
BATISTON, 2013).

b) Composicéao de Carboidratos

O leite humano contém uma quantidade relativamente elevada de
lactose, que constitui cerca de 70% do seu conteudo de carboidratos,
fornecendo de 40% a 50% do conteudo energético total. Os outros
carboidratos, presentes em concentragdes muito inferiores sao representados
pela glicose, galactose, oligossacarideos complexos e glicoproteinas (CALIL;
FALCAO, 2003).



24

Por ser um dissacarideo, a lactose necessita da presenca da lactase,
enzima que promove sua hidrolise em glicose e galactose. O alto teor de
lactose no leite humano é de grande importancia para o organismo, pois seu
produto metabdlico, a galactose, entra na constituicdo de integrantes do
Sistema Nervoso Central (FERREIRA, 2005). Aléem disso, o alto contetudo deste
dissacarideo acarreta grande acumulo de &gua -livrel, ou seja, que né&o
precisa ser obrigatoriamente excretada com sais pelos rins, atuando assim,
como uma reserva para a termorregulacdo, por meio da sudorese (CALIL;
FALCAO, 2003).

Os lactentes tém capacidade de absorver mais de 90% do contetdo de
lactose do leite humano. Segundo Calil e Falcdo (2003), a permanéncia de
pequena quantidade de carboidrato na luz intestinal € considerada como um
efeito fisiologico normal, que traz beneficios a crianca, como: |) fezes mais
amolecidas, evitando constipacdo; Il) crescimento adequado da microbiota
local, promovendo queda do pH e tornando o ambiente impréprio ao
crescimento de bactérias patogénicas; Ill) absorcdo facilitada de célcio e
fésforo na luz intestinal, o que pode auxiliar na prevencdo da doenca

metabolica dssea.

c) Composicao Proteica

O perfil de aminoacidos das proteinas do leite humano é bastante
adequado as caracteristicas metabdlicas do lactente, uma vez que fornece,
qualitativamente e quantitativamente, todos o0s aminoacidos essenciais,
compativeis com as necessidades e limitacbes metabdlicas do lactente, fato
gue ndo acontece com o leite de vaca. Maiores concentracdes de aminoacidos
essenciais / indispensaveis de alto valor nutricional (como por exemplo, cistina
e taurina) sdo fundamentais ao desenvolvimento do sistema nervoso central. A
glutamina, também um aminoacido condicionalmente essencial, promove o
crescimento de epitélio intestinal (SILVA, 2007).

O recém-nascido e o lactente sdo dotados de uma atividade anabdlica
intensa, 0 que leva a uma necessidade de nitrogénio correspondente. Sua

necessidade proteica é estimada em cerca de 2,09 a 2,59 por kg/dia,

decrescendo gradualmente até chegar a 1,3 g-kg™-dia™ por volta do quarto
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més. O leite humano maduro fornece, em média, 0,9 g de proteina para cada
100 mL (CALIL; FALCAO, 2003).

Com o decorrer da lactagdo o teor de caseinas no leite humano sofre
uma acentuada elevacdo, acompanhado de decréscimo de soroproteinas.
Assim, a relacdo caseinas/soroproteinas, inicia com valores de 10:90 no
colostro, e ainda no inicio da lactagcdo modifica-se rapidamente, atingindo
valores de 40: 60 ou até de 50:50 na fase do leite maduro, em contraste ao
leite de vaca, cuja relagédo é estimada em 80:20 (SILVA, 2007).

Além das diferencas quantitativas, ha diferencas qualitativas, até mesmo
entre as fracbes de caseinas do leite humano e de vaca (Tabela 3). Segundo
Silva (2007) no leite humano ocorre predominio das fracdes beta (50%) e
kappa (20% a 27%), enquanto no leite de vaca as fracbes as; e as,, em
conjunto, representam mais de 50% das caseinas totais. A fracdo de kappa-
caseina do leite humano contém grande quantidade de carboidratos (galactose,
N-acetilglicosamina e N-acetil-galactosamina), importantes para prevencéo de
infecgdes intestinais provocadas por microrganismos patogénicos, ja que,
durante o processo de digestédo sao liberados glicopeptideos responsaveis pelo
crescimento de bifidobactérias, exercendo efeito protetor a mucosa intestinal.
Além disso, os fragmentos de beta-caseina (fosfopeptideos) oriundos a partir
de protedlises tém sido apontados por afetar a solubilidade e,

consequentemente, a absor¢céo de calcio e zinco no lumen intestinal.

Tabela 3 — Composicao protéica média do leite humano e de vaca

Proteina Colostro Leite humano Leite de vaca
humano (g-kg™) maduro (g-kg™) (g-kg™)
Caseina 5 2,5 26
a-La 3 2 1,2
B- La 0 0 3,2
Soroalbumina 0,4 0,3 0,4
Imunoglobulinas 2,5 0,8 0,7
Lactoferrina 3,5 15 <0,1
Lisozima 0,5 0,5 0,0001

Fonte: Adaptado de Walstra; Wouters; Geurts (2006)



26

O leite humano apresenta teor de proteinas, em média, trés vezes
menor em relacdo ao leite de vaca, e maior concentracdo de soroproteinas em
relacdo as caseinas. A caseina encontra-se no leite humano em menor
concentracdo e com uma estrutura molecular diferenciada, e por isso coagula
em pequenos flocos macios e porosos, facilitando a acdo enzimatica. Assim, &
considerada de facil digestdo e absorcdo, o que reduz o tempo de
esvaziamento gastrico e impede a aderéncia de bactérias patogénicas a
mucosa intestinal (CALIL; FALCAO, 2003).

Outro facilitador € que como o leite humano € constituido basicamente
de proteinas do tipo globulina, ndo necessita de fermentagéo intensa para ser
digerido e consequentemente produz menos gases, evitando as célicas nos
bebés. Em contrapartida, as caseinas do leite de vaca sédo altamente
fosforiladas, formando coagulos firmes e mais resistentes, até mesmo a
digestao (SILVA et al., 2007).

Assim, ao alimentar um beb& com leite de vaca, 0s seus rins tém
dificuldade em processar a grande quantidade de produtos de degradacao,
especialmente em combinagcdo com oS minerais que vao juntamente com as
caseinas. Um longo tempo decorre até que o coagulo esteja suficientemente
digerido para prosseguir para o intestino delgado, e portanto, ao fazer férmulas
infantis a partir de leite de vaca, a composicao de proteina precisa sofrer ajuste
consideravel (WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006).

Segundo Cyrillo et al. (2009), as soroproteinas constituem no leite

humano, cerca de 60 a 90% de seu teor protéico total, com predominio da alfa-
lactalbumina (80%), incluindo ainda na sua composicao a lactoferrina, a
lisozima, a soroalbumina e as imunoglobulinas. O leite materno contém ainda
uma grande variedade de proteinas bioativas que estdo envolvidas na defesa
contra infecgBes, fungdo imunoldgica e desenvolvimento. (LONNERDAL, 2014)

A alfa-lactalbumina (a- LA) constitui cerca de 40% das soroproteinas no
leite humano, é essencial ao transporte de ferro bem como ao sistema
enzimatico na sintese de lactose na glandula mamaria. A a-La bovina e
humana apresentam um grau razoavel de similaridade em relagéo a sequéncia
e composicdo de aminoacidos, e 0 que indica uma bioatividade similar. Assim
como outros componentes, esta tem demonstrado possuir atividade prebiotica,
estimulando o crescimento de bifidobactérias (LONNERDAL, 2016)
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Nota-se que no leite de vaca a beta-lactoglobulina (B-LG) é uma fracéo
importante das soroproteinas, enquanto no leite humano ela esta ausente.
Assim, devido a sua alta resisténcia a hidrélise intestinal e pelo fato de nao ser
encontrada no leite materno, esta proteina constitui uma importante fracéo
antigénica do leite de vaca, e por isso vem sendo apontada como a principal
responsavel por reacoes alérgicas em lactentes (DRUNKLER; FARINA; NETO,
2010).

Os maiores teores das imunoglobulinas sédo encontrados no colostro, e,
nessa fase da lactacdo, sdo elementos importantes na protecdo do recém nato
contra microrganismos presentes no canal de parto (CALIL; FALCAO, 2003).
Além disso, conferem protecdo, particularmente, ao trato gastrointestinal e
respiratério, sendo a principal a Imunoglobulina Secretéria (SIgA), que
corresponde a 90%, embora outras, como IgG, IgM, IgD e IgE, também
estejam presentes. A IgA é resistente a digestdo, podendo, atravessar intacta o
trato gastrointestinal e alojar-se a superficie das células epiteliais intestinais.
Desse modo, pode formar um revestimento protetor, impedindo, a aderéncia de
substancias alergénicas e de bactérias e virus patogénicos, bem como de suas
toxinas (SILVA, 2007).

A lactoferrina € uma glicoproteina presente em concentracdes elevadas
no leite humano, cerca de 15% a 20% do total protéico, sob forma amplamente
insaturada. Segundo Lonnerdal (2014), € conhecida por ser multifuncional, uma
vez que tem propriedades antibacteriana, antivirais, imunoldgicas e
antiinflamatdérias, devido a sua notavel resisténcia as enzimas proteoliticas.
Apresenta dois sitios capazes de se ligar a fons Fe*, impedindo
microrganismos patogénicos de utilizar esse mineral para seu metabolismo
(CALIL; FALCAO, 2003).

Outro composto importante presente no leite humano é a mucina, uma
proteina altamente glicosilada que esta ligada aos globulos de gordura, cuja
principal funcéo é inibir a adeséo bacteriana (SILVA, 2007).

A osteopontina também é uma proteina do leite materno, descrita
primeiramente nos o0ssos. E glicosilada e fosforilada, além de ser
multifuncional, por estar envolvida na ativacdo imune, cicatrizagao,
angiogénese e remodelacdo 6ssea. E também encontrada no leite bovino,

porém em concentragdo muito menor (LONNERDAL, 2016)
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d) Composicao Mineral

Segundo Calil e Falcdo (2003) os macrominerais do leite humano
incluem sadio, potassio, cloreto, calcio, magnésio, fésforo e sulfato, que variam
principalmente devido ao estagio de lactacdo. Enquanto os conteudos de sodio
e cloreto diminuem com o passar dos meses, os de potassio, célcio, fésforo e
magnésio se elevam.

O conteudo de minerais no leite humano (cerca de 0,2%) € muito menor
do que no leite de vaca (0,6% a 0,7%), 0 que esta em acordo com o baixo teor
de proteinas e alto teor de lactose. O conteudo de alguns oligoelementos,
como ferro e cobre, é relativamente elevado, enquanto o teor de fosfato de
calcio € mais baixo em comparacdo ao leite bovino, ja que a taxa de
crescimento relativa de um bebé é muito mais lenta que a de um bezerro
(WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006).

e) Composicdo Vitaminica

Segundo Calil e Falcdo (2003) o conteudo vitaminico do leite humano é
afetado por vérios fatores, sendo o estado nutricional materno o mais
importante. Quando a oferta de vitaminas é baixa, seus niveis lacteos séo
também baixos, necessitando de suplementacdo. Em condi¢cbes normais, o
leite humano é suficiente para suprir as necessidades do lactente, desde que

sejam ingeridos 750 mL a 1000 mL por dia.

2.2 Fo6rmulas Infantis para lactentes

2.2.1 Histoérico do uso de substitutos do leite materno

Segundo Rea (1990) até o final da era pré-industrial, a alimentacdo do
lactente era realizada exclusivamente com leite materno e, na impossibilidade
de a crianca ser amamentada pela prépria mae, isso geralmente era feito pela
-ama de leitelou avo.

O primeiro registro encontrado da substituicdo do leite humano na

alimentacdo infantil € de 1784, quando um médico inglés indicou o leite de vaca
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como alternativa alimentar. A descoberta, em 1838 na Alemanha, de que o
leite de vaca tem mais proteina do que o leite materno pode ser considerado o
marco referencial para o discurso a favor do uso deste substituto. Outras
descobertas importantes, ainda no final do século XX, na historia da
alimentacédo artificial infantil foram a evaporacédo do leite de cabra, em 1883, e
o conhecimento da composi¢ao do leite humano, nos EUA, em 1885 (CAMPOS
et al., 2008)

Em 1898 se notam registros de multiplas patentes de alimentos infantis,
0 que impulsionaram inumeras discussdes entre 0s cientistas da época sobre
como compor ou "formular” leites, ou seja, como adequa-los para consumo
infantil. Dai o inicio e persisténcia do uso da palavra formula ("infant formula™)
para estes alimentos (REA, 1990).

Em 1915 foi introduzida nos EUA o "Synthetic Milk Adapted’ — SMA
pelo o laboratério "Wyeth" (subsidiaria do "American Home Products"), que foi
acompanhado pelo laboratdrio "Ross" (hoje "Abbott") lancando o "Similac”, em
1925, férmulas preparadas especialmente para uso infantil. Logo depois, em
1929 o laboratério -Mead-Johnson” entra no mercado americano com a
primeira férmula a base de soja produzida comercialmente — o "Sobeel- e
firma-se no mercado com diversas férmulas entre as quais o -Enfamil (REA,
1990).

Enquanto essa expansdao de Férmulas Infantis se dava nos EUA nas
primeiras décadas do século XXI, basicamente por meio das trés companhias
acima mencionadas, na Europa, grandes excedentes de producédo de leite
levaram a industrializacdo e exportacdo destes produtos por companhias da
Suica (Nestlé), da Alemanha (Carnation), da Inglaterra (Glaxo e Cowand Gate)
(REA, 1990).

No fim da década de 70, o Brasil jA era considerado um mercado
promissor, principalmente devido ao crescimento demografico e melhora nas
condicdes de vida da populacdo. Na década de 1980, as quatro companhias
mais importantes de formulas infantis que dominavam o mercado mundial eram
a Nestlé (31%), a Abbot (15%), a Bristol - Myers - Mead-Johnson (11%) e a
Wyeth - American Home Products (11%), sendo que no Brasil a Nestlé
dominava 95% do mercado (REA, 1990).
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Véarios avancos foram alcancados com formulas mais sofisticadas e
adequadas a  necessidades  especificas. Formulas  acidificadas,
semidesnatadas, adicionadas de ferro, sem lactose, entre outras, constituem
parte dos substitutos do leite materno que foram inseridos livremente a
disposicédo das maes. Aliada ao uso da midia, houve um aumento progressivo
na utilizacao destes produtos, o que desencadeou uma reacdo mundial com o
intuito de obter uma normatizagcdo para controle e marketing dos mesmos
(CAMPOS et al., 2008).

2.2.2 Definicdes e composicao segundo a Legislacao Brasileira

As formulas infantis sdo atualmente regulamentadas pelas seguintes
Resolucdes, todas publicadas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA): 1) Resolucdo RDC n° 43/2011 - Regulamento Técnico para Férmulas
Infantis para Lactentes; II) Resolugdo RDC n° 44/2011 - Regulamento Técnico
para Férmulas Infantis de Seguimento para Lactentes e Criancas de Primeira
Infancia; Ill) RDC n° 45, de 19 de setembro de 2011- Regulamento Técnico
para férmulas infantis para lactentes e formulas infantis de seguimento para
lactentes e criangas de primeira infancia, destinadas a necessidades
dietoterapicas especificas.

De acordo com o inciso | do artigo 6° da Resolugdo RDC n° 43/2011:
Formula Infantil para Lactentes é o produto em forma liquida ou
em po, utilizado sob prescricao, especialmente fabricado para
satisfazer, por si s, as necessidades nutricionais dos lactentes
sadios durante os primeiros seis meses de vida (cinco meses e
29 dias).

Ja no inciso Il do artigo 6°: -Lactente é a crianca de zero a doze meses
de idade incompletos (11 meses e 29 dias)l. Encontram-se também outras
especificagbes importantes, como no Art. 8% -Se o leite de vaca for a Unica
fonte de proteina, o produto pode ser designado como —Fd6rmula infantil para
lactentes a base de leite de vacall, e no Art. 9° —Se a soja for a unica fonte de
proteina, o produto pode ser designado como —Fdérmula infantil para lactentes a
base de sojall.I(BRASIL, 2011a)

De acordo com o inciso | do artigo 6° da Resolugao RDC n° 44/2011:



31

Formula infantil de Seguimento para lactentes e criancas de
primeira infancia é o produto, em forma liquida ou em po,
utilizado quando indicado, para lactentes sadios a partir do
sexto més de vida até doze meses de idade incompletos (11
meses e 29 dias) e para criancas de primeira infancia sadias
(criancas de doze meses até trés anos de idade, ou seja, até
0s 36 meses), constituindo-se o principal elemento liquido de
uma dieta progressivamente diversificada.

A alegacdo -i base de leite de vaca ou -4 base de soj também s
aplicam as Formula infantili de Seguimento para lactentes e criancas de
primeira infancia, conforme Art 8° e 9° da Resolucdo RDC n° 44/2011,
respectivamente.

Com relacdo a composicao essencial, ambos os tipos de formulas séo
produtos a base de leite de vaca ou de outros animais ou de uma mistura
destes, adicionados de ingredientes comprovadamente adequados para
alimentacdo ao publico a que se destina. Outra especificacdo importante é a
isencdo obrigatoria de glaten em todos os aditivos alimentares (BRASIL,
2011a, b)

Segundo a RDC n° 43/2011 e a RDC n° 44/2011 da ANVISA (BRASIL,
2011a,b), a composicdo das Formulas Infantis que nao tem indicacéo
dietoterapica especifica e deve seguir uma série de requisitos, cujo resumo €

mostrado a seguir (Tabela 4):
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Tabela 4- Composicdo das Férmulas Infantis segundo a Legislacéo

vigente
Formulas Formulas
Infantis para Infantis de Observagdes
Lactentes Seguimento
minimo 60 keal (250 kJ) Em 100 kJ devem conter as
o memoicaGosio - Jeeades s oo
o (em 100mL do produto pronto para : P P d
energeético consumo) se destina
Gorduras e Oleos
Composicao hidrogenados ndo podem ser
Lipidica utilizados;
4.4 4 .
(g-100kcal™) 4260 0260 Acido linoléico: 0,07 a 0,33
Ac. alfa-linolénico: min. 0,012
18230 18235 Devem conter quantidade
L DR disponivel de cada aminoacido
.~ (proteina lactea) (proteina lactea) . . :
Composicao 2 95 23.0 25 435 essencial e semi-essencial no
Protelca_1 (proteina de (proteina de soja mlnlrr)o igual ao Acor?tldo ha
(g-100kcal™) soja ou mistura) ou mistura) proteina de referéncia (leite
humano)
Composicéo 9,0a14,0 9,0a14,0 ?;):;?:;2 Iﬁggossee’e ;?gozz’
Carboidratos  (N&o é permitido (E permitido ' 9 Pes,

(g-100kcal™)

frutose e mel)

frutose e mel)

maltodextrina e amido estdo
permitidos

O conteudo de vitaminas, minerais e outras substancias deve atender

Outros
Constituintes

ao disposto na Resolucéo especifica;
E permitido o uso de outros ingredientes opcionais para adequar a

formulacdo ao esquema alimentar apropriado

Fonte: Adaptado de Brasil (2011a,b)

2.2.3 Composicao das Férmulas Infantis

A Tabela 5 ilustra uma comparacdo entre a composicdo do leite

materno, o leite de vaca e as formulas infantis. E possivel notar que tais

formulas tém maior semelhanga com o leite materno em relagdo ao leite de

vaca, e por isso, se configuram como uma melhor opcao ao lactente, quando a

amamentacao nao é indicada.
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Tabela 5- Nutrientes do leite humano, leite de vaca e férmulas infantis

Leite humano

Leite de vaca

Formulas infantis

integral
- Melhor relagéao
Quantidade Caseinas/ Proteinas
: aumentada; do soro;
Quantidade et e - i,
Proteinas adequada, facil D'f.'c'l d|gesta9 Melhor,pe_rfll c.ie
digestio dEVI,dO a rela(;'ao aminoéacidos;
Caseina/ Proteinas - Algumas formulas
do soro possuem redugao
protéica
Suficiente em - Adicionados &cidos
. Deficiente em graxos essenciais
acidos graxos acidos graxos (w-3,w-6);
Lipideos essenciais; 9 e N
. essenciais; nao - Diminuicéo da
Lipase para .
di ~ apresenta Lipase gordura saturada e
igestdo L .
acréscimo de oOleos
vegetais
- Modificagdo nos
. , teores;
. . Quantidade Pouca quantidade; .
Minerais Correta mal absorvido Relacéo calcio/fosforo
adequada,
favorecendo
mineralizacdo 0ssea
Pouca
Fgrro e Quanﬂdadc_—:-, Pouca quanthlade; Adicionado
Zinco Bem absorvido mal absorvido
Vitaminas Suficiente Deficiente C, D e E  Vitaminas adicionadas
L - - Adicionado
Prebidticos Suficiente Deficiente (FOS,GOS)*
Probioticos Suficiente Deficiente Adicionado
Agua Suficiente Necessério extra Pode ser necessaria

*FOS- Frutoligossacarideos; GOS- Galactoligossacarideos
Fonte: SOCIEDADE BRASILEIRA DE PEDIATRIA (2012)

A Tabela 6 ilustra as recomendacdes da Sociedade Europeia de
Gastroenterologia, Hepatologia e Nutricdo Pediatrica (ESPGHAN), para os
micronutrientes de Foérmula

Infantil, e faz uma comparacdo com as

especificacdes da legislacao brasileira para estes produtos.
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Tabela 6- Recomendacdes para micronutrientes das Formulas Infantis
pela ESPGHAN e Legislag&o Brasileira

Recomendados pela Recomendados pela
Componente ESPGHAN RDC 43/2011
Minimo Maximo Minimo Maximo

Valor Energético

(kcal-100mL™) 60 70 60 70
Proteinas (g-100kcal™) 1,8 3,0 1,8 4,0
Lipidios (g-100kcal™)
Gorduras totais 4.4 6,0 4,4 6,0
Acido Linoleico 0,3 1,2 0,3 -
f;_rlbgo'szztlﬂ? 9,0 14,0 9,0 14
Vitaminas
Lipossolaveis
(ug-100kcal™)
Vitamina A 60 180 60 180
Vitamina D 1 25 1 25
Vitamina E 0,5 5 0,5 -
Vitamina K 4 25 4 -
Vitaminas
Hidrossollveis
(ug-100kcal™)
Tiamina (B1) 60 300 60 -
Riboflavina (B2) 80 400 80 -
Niacina 300 1500 300 -
Vitamina (B6) 35 175 35 -
Vitamina B12 0,1 0,5 0,1 -
Acido Pantoténico 400 2000 400 ;
Acido Folico 10 50 10 ;
Vitamina C 8 30 10 -
Biotina 15 7.5 1,5 _
Minerais e elementos
tracos (mg-100kcal™)
Célcio 50 140 50 -
Ferro 0,50 20 0,45 -
Fosforo 25 90 25 -
Magnésio 20 60 5 -
Saodio 50 160 20 60
Cloro 60 160 50 160

Fonte: Adaptado de Owens; Labuschagne; Lombard (2017); Brasil (2011)
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Vé-se grande similaridade entre os dois documentos, o que indica uma
certa padronizacdo entre produtos nacionais e internacionais, porém, nao
existe um padrao de formulacdo. Cada fabricante pode adaptar, por exemplo,
as concentrac0des, instrugdes de preparo e tamanho, bem como a indicagéo de
uso, 0 que torna necessario um acompanhamento da utlizacdo destes
produtos por um profissional de saude (CORKINS; SHURLEY, 2016).

Segundo Walstra; Wouters; Geurts (2006) geralmente nas formulacfes
para bebés de até seis meses de idade sdo utilizados leite desnatado e soro de
leite doce, por exemplo, na proporcéo 1:5, sendo que o soro deve ser em parte
dessalinizado, conter somente vestigios de acido latico e auséncia de nitrato. O
teor de carboidratos pode ser aumentado por adicdo de lactose ou um
permeado de  ultrafiltragéo, sendo  ocasionalmente  adicionados
oligossacarideos (ou lactulose). A gordura é geralmente uma mistura de 6leos
vegetais, contendo &cidos graxos essenciais e vitaminas lipossoliveis em
guantidades adequadas. A vitamina C geralmente é adicionada, e se
necessario, vitaminas A, D e E. A fortificacdo com ferro e cobre € uma pratica
comum.

No caso de bebés com mais de 6 meses de idade, a composicao da
mistura é diferente, geralmente aumentando-se a proporcéo de leite desnatado.
Outros produtos sdo necessarios para criancas nascidas prematuras, ou para
criancas que sofrem de alergia ou alguma doenca metabdlica (WALSTRA;
WOUTERS; GEURTS, 2006).

O processo de fabricacdo das férmulas infantis envolve geralmente
mistura Umida dos ingredientes e pré-emulsificacdo, seguida por pasteurizacao
e homogeneizacdo. Depois da pasteurizacdo, pode-se preparar um produto
liguido ou seco. No primeiro caso, 0 leite passa por processamento UHT,
seguido de embalagens asseépticas. Ao preparar formulas em pé, o leite &
concentrado por evaporagao, seguido de secagem por aspersao (WALSTRA,
WOUTERS; GEURTS, 2006).
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2.2.4 VariagOes das formulas infantis de acordo com dietas especificas

As recomendagbes apontam que, na impossibilidade do aleitamento
materno as criancas deveriam receber férmulas infantis, porém néo € o que se
observa, ja que estudos mostram que no Brasil, o leite de vaca é
frequentemente utilizado como o principal substituto do leite materno
(BORTOLINI et al., 2013). Além de ter composicdo mais aproximada em
relacdo ao leite materno, as formulas infantis para lactentes tém como
vantagens a possibilidade de atender criancas com necessidades especiais,
como, por exemplo, criangas com baixo peso ao nascer, com alergias as
proteinas do leite ou com desordens metabdlicas.

A resolucdo RDC n° 45/2011 traz a definicdo para formula infantil
destinada a necessidades dietoterapicas especificas. E um produto cuja
composicao foi alterada ou especialmente formulada para atender, por si so, as
necessidades especificas decorrentes de alteracdes fisioldgicas, doencas e/ou
para a reducéo de risco de alergias em individuos predispostos, tanto lactentes
como criancas de primeira infancia de lactentes. De acordo com a resolucéo, o
produto ndo pode trazer a indicacdo de condicdo de salde para a qual possa
ser destinada, conforme disposto na Lei n. 11.265 de 2006, que regulamenta a
comercializacdo de alimentos para lactentes e criancas de primeira infancia
(BRASIL, 2011c).

A seguranca e a efichcia a que a formula se propbe devem ser
comprovadas cientificamente. As vitaminas, minerais ou ingredientes opcionais
adicionados as formulacbes devem ser utilizados com base nas listas de
referéncia dispostas na RDC 43/2011 e 44/2011. Também é exigido
adicionalmente que a quantidade dos nutrientes relacionados a necessidade
dietoterapica especifica seja declarada na tabela de informacdo nutricional
(BRASIL, 2011c).

Novas formulas s&o desenvolvidas quando grupos de criangas com
necessidades nutricionais sao identificados (CAMPOS et al.,, 2008). Como
exemplo, pode-se citar formulas com reducgéo ou hidrolise total da lactose, para
atender a lactentes intolerantes a este carboidrato, bem como aquelas que
utilizam proteinas hidrolisadas ou contendo proteina de soja em substituicdo as

proteinas lacteas, como alternativa aos alérgicos.
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O diagnostico destas duas reacfes adversas ao consumo de leite e
derivados deve ser realizado de forma criteriosa, ja que seu tratamento se
baseia, em alguns casos, na utilizacdo de produtos especiais e dispendiosos,
buscando melhorar a qualidade de vida dos lactentes (LONNERDAL, 2016).

a) Formulas para intolerantes a lactose

A intolerancia alimentar é um fendmeno adverso associado a
mecanismos nao imunoldgicos. Segundo Fox (2007) em relagcéo a intolerancia
ao leite de vaca, muitas pessoas perdem totalmente ou parcialmente, de forma
gradual, a capacidade de produzir a enzima lactase, responsavel pela digestao
da lactose, carboidrato predominante no leite. A lactose realiza importantes
funcdes biologicas, que incluem favorecer a absorcdo de célcio, estimular o
crescimento de bifidobactérias e fornecer galactose, um nutriente essencial
para a formacado de galactolipidios cerebrais (MALDONATO et al., 1998).

Segundo Maldonato et al. (1998) é comum encontrar intolerancia a
lactose como uma caracteristica secundaria de doencas gastrointestinais,
como consequéncia da inflamacgéo ou destruicdo de vilosidades intestinais, ou
devido a deficiéncia congénita de lactase. Para a maioria da populagéo
humana, em especial os asiaticos e 0s negros, a expressdo genética desta
enzima reduz naturalmente apo0s a infancia, para 5% a 10% da concentracao
inicialmente produzida.

Quando ocorre a falta da enzima lactase, a lactose ndo é convertida em
glicose e galactose e chega em sua forma nativa ao intestino, onde é
fermentada pelos microrganismos presentes. Essa fermentacdo gera gases
qgue criam uma sensacao de desconforto por distensdo abdominal e flatuléncia.
Também sdo produzidos acidos que, junto com a lactose ndo digerida,
favorecem a passagem de agua para o intestino, resultando em diarreia. Os
sintomas variam de individuo para individuo, dependendo da dose ingerida, do
grau de deficiéncia e da forma do alimento consumido (RENHE, 2014).

Segundo Mattar e Mazo (2010) a intolerancia congénita é uma condic&o
extremamente grave, e caso nao seja diagnosticada precocemente pode levar
ao 6bito. O recém- nascido apresenta diarreia liquida ao ser amamentado ou

receber formulas contendo lactose, sendo que, langcando méao de uma dieta
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restritiva os sintomas desaparecem e esses recém-nascidos tém crescimento
normal.

A exclusdo total e definitiva de produtos lacteos da dieta deve ser
evitada, pois pode acarretar prejuizo nutricional de célcio, fésforo e vitaminas, e
acarretar na diminuicdo da densidade mineral éssea e ocorréncia de fraturas
(RENHE, 2014). Em uma pequena porcentagem de casos, devido a
intolerancias alimentares, criangas precisam de férmulas especializadas, e por
isso, esta intervencdo deve ser recomendacgdo de um nutricionista ou meédico
(MALDONATO et al., 1998)

Em alternativa a isso, € recomendado o uso de formulas infantis com
baixo teor ou até mesmo isentos de lactose, que podem ser uma opc¢ao
interessante, principalmente para encurtar o curso da diarreia, porém nao é
indicada a menos que haja risco de desnutricdo (CORKINS; SHURLEY, 2016).
De acordo com a RDC 45/2011 da ANVISA, formulas com restricdo de lactose
sdo aquelas que contenham um teor de lactose inferior ou igual a 10
mg-100kcal™ (2,5 mg-100kJ™) (BRASIL, 2011c).

b) Formulas para alérgicos as proteinas lacteas

Além da intolerancia, outra reacdo adversa que vem se tornando cada
vez mais comum é a alergia ao leite. Estimativas internacionais indicam que em
criancas 80% dos casos de anafilaxia sdo causadas por alimentos, e o leite
enquadra-se entre os oito alergénicos de maior relevancia no mundo, de
acordo com o Codex Alimentarius (ANVISA, 2015)

Segundo a Cartilha de Alergia Alimentar (PROTESTE, 2004), a alergia
alimentar possui maior severidade nos sintomas, ja que ocorre em razao de
uma resposta exagerada do sistema imunoldgico relacionada ao consumo de
determinado(s) alimento(s).

As reacdes sao muito variadas, com sintomas que podem surgir na pele
(urticaria, inchaco, coceira, eczema), no sistema gastrintestinal (diarreia, dor
abdominal, refluxo, vémito) e respiratorio (rinoconjuntivite, tosse, rouquidao,
chiado no peito), podendo, em alguns casos, haver o comprometimento de
varios orgaos (reagdo anafilatica). Nos casos mais graves, 0s sintomas
aparecem pouco tempo apés o contato com o alimento alérgeno; em outros,

podem levar até dias para surgir.
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Devido a variabilidade da resposta do sistema imunolégico humano, ndo
existe uma estrutura em particular que possam ser diretamente
responsabilizada pela alergenicidade do leite. Embora os principais compostos
alergénicos sao encontrados nas fragdes caseina, PB-lactoglobulina e a-
lactoalbumina, todas as proteinas do leite sdo potencialmente alérgenos,
inclusive aquelas presentes em pequenas concentragbes no produto
(DRUNKLER; FARINA; NETO, 2010). Assim, € importante que o alimento
destinado aos alérgicos seja realmente isentos de quaisquer tracos de leite, de
forma a garantir a seguranca dos lactentes.

A alergia a proteina do leite de vaca (APLV) ocorre principalmente nos
trés primeiros anos de vida, sendo que em paises desenvolvidos, afeta entre
2% e 7,5% das criancas, especialmente nos primeiros meses de vida. O
diagnéstico da APLV deve ser realizado de forma criteriosa, ja que seu
tratamento se baseia na exclusdo completa de leite de vaca e derivados da
dieta. Assim, é importante a introdu¢cdo de uma dieta de substituicdo adequada,
que atenda as necessidades nutricionais das criancas e permita seu
crescimento e desenvolvimento normal (PEREIRA; SILVA, 2008).

Ao iniciar a dieta de exclusdo, é recomendada a continuidade do
aleitamento com retirada das proteinas do leite de vaca da dieta materna.
Porém h& casos onde ha a impossibilidade de manutencéo do leite materno, e
assim as opcdes mais recomendadas séo formulas especificas em substituicéo
ao leite de vaca, como formulas a base de hidrolisados, a base de aminoacidos
ou a base de soja.

Segundo Maldonato et al. (1998) ndo ha consenso sobre a adequacédo
das formulas de soja para o tratamento e a prevencao de alergias nutricionais e
a opinido atual parece favorecer férmulas proteicas hidrolisadas. Assim,
formulas contendo proteinas do leite de vaca hidrolisadas parcial ou
extensamente mostraram-se menos propensas a ocorréncia de sintomas de
reacOes alérgicas em alguns casos, sendo consideradas hipoalergénicas
conforme o FDA (do inglés Food and Drug Administration). Estas proteinas
passam por processos quimicos ou enzimaticos de hidrélise com o objetivo de
reducdo do peso molecular, resultando em peptideos e aminoacidos, porém
nao estdo sem risco, pois podem conter epitopos residuais capazes de ainda
provocar reacao alérgica (MALDONATO et al., 1998).



40

I) Férmulas com um elevado grau de hidrélise

Nestes produtos, os peptideos tém normalmente uma massa molecular
inferior a 5000 g-mol™, a oferta de carboidratos normalmente é sob a forma de
maltodextrina e de lipidios como triacilglicerois de cadeia média, juntamente
com &cidos graxos essenciais. A fonte protéica pode ser derivada de caseinas,
proteina de soro de leite de bovino ou uma mistura destas, bem como uma

mistura de proteinas de soja e coldgeno (MALDONATO et al., 1998).

II) Formulas parcialmente hidrolisadas

E apenas ligeiramente degradada, com peptideos entre 8000 g-mol™ e
20000 g-mol?, sendo o restante dos constituintes semelhantes aos das
férmulas padréo. Teoricamente, estas férmulas suprimiriam efetivamente a
reacdo de hipersensibilidade, induzindo a uma tolerAncia secundaria
(MALDONATO et al., 1998).

[II) Formulas a base de proteina de soja

De acordo com a RDC 45/2011 da ANVISA, férmulas a base de soja séo
aguelas que contenham a soja com a Unica fonte de proteina. (BRASIL,
2011c).

Segundo Corkins; Shurley (2016) estas sao livres de proteinas lacteas,
uma vez que tem base vegetal, e por isso necessitam ser suplementadas com
metionina, carnitina, cobre, zinco, ferro e célcio, por exemplo, para que atenda
aos requisitos para o crescimento infantil. As fontes de carboidratos variam de
acordo com o fabricante, podendo incluir maltodextrina, xarope de milho e/ou
sacarose. Ja o teor de gordura é derivado de 6leo vegetal, acrescido de DHA e
ARA.

Estas formulas sdo recomendadas para lactentes com galactosemia e
deficiéncia de lactase hereditaria (primaria), e contraindicadas no caso de
alergia ao leite, pois 10% a 14% dos lactentes com alergia as proteinas do leite
de vaca também reagirdo a proteina de soja (OWENS; LABUSCHAGNE;
LOMBARD, 2017)
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c) Formulas Pré-Termo

Para atender as necessidades especificas de uma doenca ou condicéo
meédica, principalmente ocasionadas pelo nascimento pré-maturo, estas
férmulas incluem proteina hidrolisada extensivamente, aminoacidos e baixo
teor de carboidratos, além de gordura modificada e baixo teor mineral
(CORKINS; SHURLEY, 2016). Por terem uma base bem particular, uma
férmula pré-termo apropriada deve ser prescrita por neonatologistas ou
pedriatras, nos casos em que a amamentacdo nao pode ser praticada
(OWENS; LABUSCHAGNE; LOMBARD, 2017).

d) Férmulas com adi¢do de Probidticos e Prebidticos

Probioticos podem ser descritos como culturas de microrganismos vivos
que influenciariam favoravelmente a saude do hospedeiro, melhorando a sua
microflora nativa, especialmente no trato gastrointestinal. Consistem
principalmente em espécies de bactérias lacticas e bifidobactérias que s&o
capazes de resistir ao pH baixo do estbmago e aos acidos biliares presentes no
intestino. Como efeitos benéficos, pode-se citar a producdo de substancias
antimicrobianas, antagonismo contra patégenos e competicdo por locais de
adesdo (WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006). O leite materno contém
probidticos que melhoram a imunidade infantil, e para simular este beneficio,
alguns fabricantes optam por adiciona-los a certas formulacbes (CORKINS;
SHURLEY, 2016)

Segundo Walstra; Wouters; Geurts (2006) o0s prebidticos sao
ingredientes alimentares ndo digeriveis, que beneficiam o consumidor por
estimular seletivamente o crescimento e/ou atividade de bactérias no coélon.
Sé&o substancias que modificam a composicdo da microbiota intestinal de tal
forma que algumas das bactérias potencialmente promotoras da saude
(especialmente lactobacilos e bifidobactérias) se tornam predominantes.

O leite humano contém oligossacarideos derivados da lactose, que
estimulam a geracdo de uma microbiota -bifidusl em lactentes alimentados com
leite materno. Além disso, estes oligossacarideos sao susceptiveis a um papel
na prevencdo da infeccdo durante a amamentacdo. A lactose e 0s seus
derivados, a lactulose e o lactitol, tém também efeitos prebidticos (WALSTRA,;
WOUTERS; GEURTS, 2006).
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Sao considerados como principais prebioticos os frutoligossacarideos
(FOS) e galactoligossacarideos (GOS), sendo estes frequentemente
adicionados a férmulas infantis, com o objetivo de melhorar a imunidade, bem
como reduzir o risco de diarréias associadas ao uso de antibiéticos. Sua adicao
€ opcional e ndo deve exceder 0,8g/100mL (OWENS; LABUSCHAGNE;
LOMBARD, 2017).

Segundo ROCHA (2008) a composi¢do das férmulas € um desafio na
tentativa de obter o maximo de beneficios possiveis a nutricdo do lactente.
Para isto necessita-se de nutrientes que atendam as demandas e ao mesmo
tempo se adaptem a ser acondicionados na forma desidratada, recuperando a
biodisponibilidade e as propriedades requeridas ap6s a solubilizacdo da

férmula na alimentacao do lactente.

2.3 Espectroscopia naregido do infravermelho

2.3.1 Principios e defini¢cdes

A espectroscopia pode ser definida como o estudo da interacdo de
uma onda eletromagnética com matéria, cujo principal objetivo €& a
determinacdo dos niveis de energia e transicoes de espécies atdbmicas e
moleculares. Algumas regibes de interesse para fins analiticos podem ser
definidas em funcédo do comprimento de onda (DUFOUR, 2009).

Somando-se a energia eletrbnica, a energia vibracional e a energia
rotacional de uma molécula, obtém-se sua energia total. E possivel separar
suas contribuicdes espectrais, uma vez que estes trés tipos de energia sao
distintos (RODRIGUES, 2012).

Os atomos que compdem uma molécula ndo formam uma estrutura
rigida, e por isso ha um movimento constante, mesmo a baixas temperaturas.
As energias vibracionais e rotacionais estdo relacionadas ao deslocamento dos
nacleos atdmicos. Devido a maior massa dos nucleos em relagéo aos elétrons,
suas contribuicbes podem ser separadas, o que € conhecido por aproximagao
de Born-Oppenheimer. Devido a este fenbmeno, 0s nucleos podem ser
considerados como fixos em relacdo aos elétrons, e na pratica o espectro

molecular é dividido em trés regides energéticas distintas (Figura 1): a de
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microondas e radiofrequéncias (espectroscopia rotacional); infravermelho
(espectroscopia vibracional) e regido do visivel a ultravioleta (espectroscopia
eletrénica) (RODRIGUES, 2012).

Segundo Pavia et al. (2010), na regido espectral ha comprimentos de
onda em diferentes unidades, e por isso, devido a ter uma relacdo diretamente
proporcional a quantidade de energia, a unidade mais comumemente usada
para se referir & radiacdo infravermelha é o ndmero de onda [cm™]. Sendo

assim, quanto menor o numero de onda, menor a energia e vice-versa.

Raios X  Ultravioleta Visivel IV Proximo IV Médio Iv Distante
—, P A—
0S5 10nm 200 350nm 800 2500 nm 25 um 100 um
4000 cm ! 400cm! 100cm !
L A _J
Y V
Transicdes eletrdnicas Vibracdes moleculares
Microondss Radofrequéncas
- - - -
\
100 um 1 mm icm 10cm im
\ J
Y

Rotacdes moleculares

Figura 1— Regifes espectrais de importancia analitica

Fonte: Adaptado de DUFOUR (2009); RODRIGUES (2012)

Neste trabalho, a regido de interesse é aquela referente ao
Infravermelho (IV). Segundo Hooler et al. (2009) o espectro IV é usualmente
subdividido em trés regibes: denominadas IV proximo, IV médio e IV distante,
de acordo com os tipos de aplicacdes e instrumentacdo. A Tabela 7 fornece os

limites aproximados de cada uma das trés regides.
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Tabela 7- Regides espectrais do infravermelho

Regido Comprimentos de onda (A) (hnm) Nameros de onda (cm™)
Proximo 780 a 2500 12800 a 4000
Médio 2500 a 50000 4000 a 200
Distante 50000 a 1000000 200 a 100

Fonte: Adaptado de HOOLER et al. (2009)

A regidao do infravermelho préximo (near-infrared - NIR) € a primeira
exibindo bandas de absorgdo relacionadas as vibragbes das moléculas. E
caracterizada por harmoénicos e bandas de combinacdo e é amplamente
utilizada para analises de composi¢cédo de produtos alimentares. Ja a regido do
infravermelho médio (mid-infrared - MIR) é a principal regido de espectroscopia
vibracional, apresentando informagOes sobre estrutura e conformacgédo de
moléculas organicas (como proteinas, polissacarideos e lipideos) (DUFOUR,
2009). A Tabela 8 relaciona as regides espectrais de interesse analitico na

regido do IV com as caracteristicas dos materiais a que se aplicam.

Tabela 8- Regides espectrais do infravermelho e suas principais
aplicacoes

Regido Nameros de onda (cm™) Aplicacdes
o Materiais sélidos ou liquidos e misturas
Proximo 12800 a 4000
de gases
_ Sdlidos, liquidos ou gases puros;
Médio 4000 a 200 _
misturas complexas
Distante 200 a 10 Amostras solidas, liquidas e gasosas

Fonte: Adaptado de HOOLER et al. (2009)

A incidéncia da radiacdo eletromagnética nas particulas da amostra
pode causar diversos tipos de fendbmenos, como absorcdo, transmissao,
refracéo, reflexdo e difracdo da luz incidente (SANTOS et al.., 2012).

Segundo Hooler et al. (2009) para absorver a radiacdo 1V, uma molécula
deve sofrer uma variagdo no momento de dipolo durante seu movimento

rotacional ou vibracional. N&o ocorre variagdo no momento dipolo durante a
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vibracdo ou rotacdo de espécies homonucleares, tais como O,, N, ou Cly, e
como consequéncias tais compostos ndo podem absorver radiacao IV.

De acordo com sua natureza, as moléculas podem apresentar diferentes
tipos de vibracdo: modos mais simples, como os de estiramento e dobramento
(Figura 2 (a) e (b) , respectivamente), ou outros modos mais complexos,

também ativos nesta regido (Figura 2 (c) , (d), (e), (f),(g) e (h)).
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Figura 2 - Representacéo dos diferentes tipos de vibragcdes moleculares

(a) Estiramento, (b) Dobramento, (c) Vibracdo de estiramento simétrico, (d) Vibracao
de estiramento assimétrico, (e) Vibragdo de deformacéo tipo tesoura (scissoring), (f)
Vibragdo de deformacéao tipo oscilacdo, rotacdo (rocking), (g) Vibracao de deformacgéo
tipo balanco(wagging), (h) Vibracdo de deformacdo tipo torcdo (twisting).

Fonte: Pavia et al. (2010)

Segundo Dufour (2009), os movimentos vibracionais das moléculas
induzem a absorcao na regiao infravermelha, formando bandas de absorcéo,
gue ao serem atribuidas a grupos quimicos e aliados a andlise estatistica
multivariada, podem ser utilizadas para analises quantitativas e qualitativas,
gerando informacdes especificas sobre o produto investigado.

Quase todos os compostos que tenham ligagbes covalentes, sejam
organicos ou inorganicos, absorvem varias frequéncias de radiacdo
eletromagnética na regido do infravermelho. Os espectros de duas moléculas

diferentes jamais serao idénticos, e por isso, este pode servir para moléculas
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da mesma forma que impressdes digitais servem para seres humanos (PAVIA
et al.., 2010).

2.3.2 A Espectroscopia na regido do Infravermelho Médio, com Transformada
de Fourier (FT-MIR)

No ano de 1802 o cientista Thomas Young, em um experimento com luz
em fenda dupla, observou o fenbmeno de interferéncia, caracterizado pela
sobreposicdo de ondas em diversos pontos ao longo de sua direcdo de
propagacéo, gerando regides onde estas anulam e se amplificam. No fim do
século XIX, Albert Abraham Michelson construiu um interferémetro, e sua
relacdo com o espectro foi confirmada em 1892, por Lord Rayleigh, utilizando
uma operacdo matematica denominada transformada de Fourier (FT).
(RODRIGUES, 2012).

A aplicagdo da espectroscopia no infravermelho, como técnica de
analise quantitativa, teve um grande crescimento com o advento da
transformada de Fourier, usada para o processamento de dados. Nos
espectrometros FT (Figura 3), os dados séao obtidos pela divisdo da fonte de
radiacdo em dois feixes, com caminhos Opticos que podem ser variados
periodicamente para fornecer padrdes de interferéncia (HOOLER et al., 2009).
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Figura 3- Esquema de Funcionamento da Transformada de Fourier
Fonte: Adaptado de RODRIGUES (2012)
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Segundo Mendes (2015) a luz é emitida por uma fonte de luz comum,
porém, o feixe é dividido (Figura 3): cerca de metade é refletido por um espelho
fixo e de la refletido de volta ao divisor de feixes, atravessando-o e atingindo a
amostra e detector (setas vermelhas). A outra metade da intensidade luminosa
inicial € refletida pelo espelho movel (setas azuis). Quando os dois feixes
recombinam no divisor de feixes (apds serem refletidos nos espelhos fixo e
movel), havera construcdes ou interferéncia destrutiva dependendo da
diferenca do caminho Optico, e medicdo da intensidade da luz em relacdo ao
posicdo do espelho movel, o que € chamado de interferograma. Apods isso, o
computador converte os dados medidos em um espectro, e entdo ocorrem
duas transformagdes: uma pelo interferdmetro, uma pelo computador (BARTH,
2007).

Espectros da regido MIR sdo comumente utilizados para identificagdo
estrutural de compostos orgéanicos, uma vez que as bandas de absorcdo sao
causadas pelas vibracdes fundamentais de grupos funcionais especificos. Em
contrapartida, podem também terem aplicacfes na analise quantitativa, ja que
a as intensidades das bandas sdo proporcionais a concentracdo de seus
respectivos grupos funcionais (RODRIGUEZ-SAONA; ALLENDORF, 2011)

As vantagens deste tipo de equipamento sdo devido principalmente a
maior poténcia de radiacdo que atinge o detector, diminuindo assim a
intensidade dos ruidos. Além disso, todos os elementos atingem o detector
simultaneamente, tornando possivel a obtencdo de espectros em poucos
segundos. Outra vantagem € que 0s espectros gerados tém maior poder de
resolucao (discriminacdo da menor diferenca entre dois numeros de onda) e
reprodutibilidade, permitindo analise de dados complexos (HOOLER et al.,
2009).

2.3.2.1 Reflectancia Total Atenuada (ATR)

Os inumeros aperfeicoamentos dos equipamentos espectroscopios,
juntamente a necessidade de melhorar o processo de analise de amostras
solidas e liquidas culminaram no desenvolvimento de um acessorio que utiliza
a Reflectancia Total Atenuada (ATR). Nesta técnica, a amostra € posicionada

sobre um cristal opticamente denso com alto indice de refragdo, como por
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exemplo o diamante. No caso de amostra sdlida, deve-se pressiona-la para
proporcionar o maximo de contato (BARTH, 2007).

A radiacdo infravermelha é produzida e direcionada, a um angulo
especifico pelo equipamento, a qual passa através do cristal de diamante em
direcdo a amostra (Figura 4). Parte do feixe de luz penetra uma camada fina da
superficie da amostra (0,5 um - 5,0 um) (onda evanescente), podendo ser
absorvido, enquanto outra parte do feixe de luz é refletido e, em consequéncia,
a radiacdo que atinge o detector traz informagdes sobre a radiacao IR
absorvida pela amostra testada. A intensidade da radiacdo € atenuada devido
as multiplas reflex6es ao longo do comprimento da amostra, ou seja, refletancia
total atenuada e um espectro de superficie é produzido. A radiacdo que deixa a
amostra fornece informacdes qualitativas e quantitativas nos dados espectrais

gue sdo armazenadas em arquivos eletrénicos (BARTH, 2007).

Amostra

Cristal ATR

Amostra

Cristal ATR

Figura 4- Esquema de funcionamento do acessoério ATR

Fonte: Adaptado de Bruker Optics (2014)

Como principal vantagem da utilizacdo deste acessorio, pode-se citar a

rapida amostragem, dispensando o preparo de amostra, seja para formacao de
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um filme ou pastilha. Em contrapartida, a pressao de contato entre a amostra e
o cristal, especialmente no caso de amostras sélidas, tem grande influéncia no
espectro gerado, o que pode acarretar em erros de interpretacdo e também
afetar a reprodutibilidade dos resultados (RODRIGUEZ-SAONA; ALLENDORF,
2011).

2.3.3 Aplicacdes na Indastria de Alimentos

A aquisicdo de informacbes sobre as propriedades quantitativas e
qualitativas das matérias-primas, produtos intermediarios e finais esta
ganhando cada vez mais importancia, principalmente devido aos beneficios
econdbmicos a que estdo atrelados. Neste sentido, a espectroscopia de
infravermelho médio (MIR) tém potencial em uma variedade de aplicacdes na
industria, incluindo monitoramento de processos, determinagdo da qualidade e
adulteracdo de produtos lacteos, como leite, leite em pd, manteiga e queijo
(FAGAN et al.., 2009).

Com o0s recentes avancgos tecnolégicos no design de hardware e
software, houve o desenvolvimento de equipamentos MIR mais compactos,
portateis e robustos, com sistemas sofisticados para suportar muito mais rapido
0 processamento e analise de dados espectrais, analisando em segundos, uma
tarefa que teria levado varias horas na década de 1990. Tornaram-se ainda tao
populares que suas aplicacdes préaticas ja4 sdo encontradas em praticamente
todos os ramos das industrias agricolas e alimentares (LIN et al.., 2009).

Atualmente, a espectroscopia MIR € um método certificado para analise
de leite para fins de pagamento no setor de lacteos pela ISO 9622: 1999,
AOAC (Associacdo de Quimicos Analiticos Oficiais) e FIL (Federacdo
Internacional de Laticinios). As vibra¢des fundamentais no espectro MIR estéo
associadas a diferentes grupos quimicos, que se correlacionam diretamente
com a gordura, proteina e lactose (CASADIO et al.., 2010).

Segundo Dufour (2009), os principais componentes alimentares sao
geralmente moléculas complexas, que exibem grupos quimicos especificos tais
como funcbes carboxilicas e aminas em aminoacidos. Como cada grupo

quimico pode absorver na regido infravermelha, o primeiro passo € identificar
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claramente as bandas de absorcéo caracteristicas destes grupos nas regides
do infravermelho médio.

No que se refere a componentes alimentares na regido do espectro MIR,
as cadeias de acidos graxos sdo as principais responsaveis pela absorcao
observada entre 3000 cm™ e 2800 cm™ devido a estiramento da cadeia C-H.
Triacilglicerois exibem bandas de C-O em 1175 cm™ e C=0 em 1750 cm™.
Assim, a banda de absorcdo notada préximo a 1750 cm™ é utilizada
comumente para determinacdo de gordura, devido a vibragdo de estiramento
do C=0 da ligacéo éster dos triglicerideos (WOLFSCHOON, 1977).

O grupamento C-NH peptidico € o principal responsavel pela absorcao
entre 1700 cm™ e 1500 cm™, sendo préxima a 1535 cm™ a absorcdo da amida
secundaria, produto da vibracdo de deformacdo do N-H das moléculas de
proteina. JA a banda préxima a 1065 cm™, ocorre devido & vibracdo de
estiramento C-OH de alcool das moléculas de lactose, sendo assim utilizada
para caracteriza-la (DUFOUR, 2009).

A agua € uma molécula que absorve fortemente nas regiées NIR e MIR,
com faixas proeminentes centradas em 3300 cm™ (Banda de estiramento H-O),
a 2130 cm™ (banda de associacéo de agua) e a 1640 cm™ (vibracdo de flexdo
H-O-H) (WOLFSCHOON, 1977).

Na espectroscopia MIR ocorrem apenas transicbes de vibragao
fundamental, e os espectros, na maioria dos casos, apresentam picos definidos
com interpretagdo direta. Devido a isso, vem sendo estabelecida como uma
técnica rapida, precisa, ndo invasiva, ndo-destrutiva e ambientalmente seguras,
e portanto, sdo cada vez mais utilizadas na analise e controle da qualidade dos
alimentos (LIN et al.., 2009). Atualmente, nota-se uma crescente aplicacdo das
metodologias espectroscopicas juntamente as ferramentas estatisticas no
controle de qualidade de alimentos, sobretudo produtos lacteos, principalmente
como alternativa de substituicdo das técnicas convencionais.

Sauer-Leal et al. (2008) demonstraram a capacidade da espectroscopia
FT-MIR e FT-NIR, aliadas a calibragcao multivariada, para a determinagcéo dos
teores de gordura, proteina, umidade, extrato seco, cinzas e pH em amostras
de queijo prato, com exatidao e precisao.

Casadio et al. (2010) e Silvestre et al. (2014) compararam o0s niveis de

macronutrientes determinados pelo analisador de leite humano com
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infravermelho médio (HMA) com os meétodos laboratoriais tradicionais.
Observaram diferencas pequenas, mas estatisticamente significativa, nos
niveis de gordura, proteina, lactose, sélidos totais e energia para todas as
amostras, e constataram que, com a preparacdo adequada e calibracdo do
equipamento, o analisador MIR pode fornecer uma medida pratica e satisfatoria
quanto a rapidez, simplicidade e volume de amostra necessério para avaliacdo
de macronutrientes no leite humano.

Oliveira (2011) propos a utilizacdo de FT-MIR para a avaliacdo do teor
de ureia em leite cru, o qual concluiu ser um meétodo confiavel para tal
finalidade além de rapido, eficiente, verséatil e de baixo custo.

Balabin e Smirnov (2011) estudaram a utilizacdo das espectroscopias
MIR e NIR para detec¢cdo de melamina em matrizes de laticinios complexas.
Verificaram que as metodologias propostas séo eficazes para detectar
melamina em produtos lacteos, como férmula infantil, leite em po, ou leite
liquido, e podem ser consideradas processos rapidos, sensiveis, robustos e de
baixo custo.

Lopes (2015) visou caracterizar quimicamente 6leos e gorduras FT-MIR,
juntamente com CG-MS, e espectrometria UV/visivel, além de avaliar o efeito
da suplementacdo em animais experimentais. Com o estudo, viu-se a eficacia
dos espectros infravermelhos na finalidade de definir a agdo antioxidante nas
amostras testadas.

Azarias (2017) utilizou a Espectroscopia FT-MIR-ATR como uma
ferramenta para avaliacdo rapida de queijos Pecorino, Maturado e Gouda,
produzidos com leite de ovelha, e constatou que esta foi capaz de verificar
indicativos de protedlise e lipdlise durante o processo de maturacdo dos
gueijos.

Apesar de muitos estudos com a utilizacdo da espectroscopia FT- MIR
em alimentos, sdo escassas a aplicacdes e publicacdes voltadas & amostras de
férmulas infantis, principalmente de forma a avaliar e quantificar sua
composicdo majoritaria em comparacdo aos meétodos tradicionais, como um

método alternativo, robusto e rapido neste tipo de matriz.
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2.4 Andlise de dados

As bandas espectrais na espectroscopia infravermelha normalmente sao
largas e frequentemente sobrepostas. Raramente existem bandas espectrais
limpas que permitem uma correlacdo simples com a concentracdo do analito
(HOLLER, SKOOG, & CROUCH, 2009).

Durante muito tempo, a espectroscopia infravermelha foi considerada
um método de pesquisa e caracterizacdo da estrutura quimica de moléculas
purificadas, sendo a regido NIR considerada como de pouco potencial até o
inicio da década de 1960. Com o desenvolvimento da eletrénica e computacéo,
numerosas aplicagcdbes com base em espectros |V foram desenvolvidos ao
longo dos ultimos 30 anos (DUFOUR, 2009).

Uma das caracteristicas mais interessantes dos modernos instrumentos
€ 0 numero das variaveis que podem ser medidas em uma Unica amostra. Um
exemplo é a intensidade de absorcdo em mil ou mais comprimentos de onda
que € rotineiramente registrada em um Unico espectro. De posse dessa
quantidade de dados, a necessidade de ferramentas novas e mais sofisticadas
para trata-los e extrair informacdes relevantes cresceu muito rapidamente,
dando origem a Quimiometria, que é uma area especificamente destinada a
analise de dados quimicos de natureza multivariada (FERREIRA, ANTUNES,
MELGO, & VOLPE, 1999).

Além disso, a quimiometria possibilita extrair informacdes relevantes de
dados espectrais relacionadas a estrutura molecular de carboidratos, proteinas
e gorduras em produtos alimentares e abordar a relacdo entre sua estrutura e
textura (DUFOUR, 2009).

Os métodos de analise multivariada sdo assim chamados pois, em caso
do emprego das técnicas espectroscopicas no infravermelho, € possivel
manipular dados de absorbancia associados a mais de uma frequéncia ao
mesmo tempo. Estes métodos tém recentemente tornado possivel modelar
propriedades quimicas e fisicas de sistemas simples e complexos a partir de
seus dados espectroscopicos (SABIN & FERRAO, 2004). Métodos preditivos
como analises por componentes principais € os minimos quadrados parciais

sdo agora amplamente utilizados no desenvolvimento de métodos analiticos
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para a previsao de composicao e qualidade de alimentos em geral (DUFOUR,
2009).

2.4.1 Analise por Componentes Principais

Ha diversos métodos para se realizar a analise estatistica multivariada
dentre os quais esta a andlise por componentes principais (Principal
Component Analysis - PCA) (SANTOS et al.,, 2012). Esta € principalmente
utilizada pela sua capacidade de compressdo dos dados em funcédo da
existéncia de correlagédo entre diversas variaveis medidas.

A PCA é um tipo de analise exploratéria de dados que visa extrair o
méaximo de informagfBes de uma tabela com muitas variaveis, convertendo-a
em graficos informatizados, a partir da combinacdo linear das variaveis
originais. Assim, pode-se dizer que o PCA tenta agrupar aquelas variaveis que
estdo altamente correlacionados (SIMAS, 2005).

Segundo Santos et al. (2012) quando aplica-se PCA a um conjunto de
variaveis, como por exemplo, espectros no infravermelho, o conjunto original é
substituido por um novo conjunto de variaveis denominado de Componentes
Principais (CPs), conforme ilustrado na Figura 5. A contribuicdo de cada
componente principal é expressa em porcentagem e sua importancia é
avaliada segundo essa contribuicdo, ou seja, a parcela de variancia total
explicada pelo componente.

Como vantagem, 0 novo conjunto geralmente concentra a maior parte da
informacdo (varidncia) em poucas Vvariaveis, diminuindo assim a
dimensionalidade dos dados, sem perda significativa da informacao original
(SABIN & FERRAO, 2004).
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Variavel 3

Espectros/Amostras

Log 1/R(1)4000 1+, LOG 1/R(1)7500
Log 1/R(2)s000,,, LOG 1/R(2) 7500

T 1

Log 1/R(21) 4500, LOG 1/R(21) 54

Log 1/R

Variavel 2

Numero de onda (cm?)

Variavel 1

Figura 5 — Esquema da projecao de dados de uma matriz de espectros

NIR-FT por Analise dos Componentes Principais (PCA)

Fonte: Adaptado de Sabin e Ferrao (2004)

Segundo Ferreira et al. (1999) a primeira componente (CP1) é definida
pela dire¢cdo que descreve a maxima variancia dos dados originais, enquanto a
segunda componente (CP2) tem a direcdo de maxima variancia dos dados no
subespaco ortogonal a CP1. Ja as outras CP subsequentes sao ortogonais as
anteriores e orientadas de forma que descrevam sempre a maxima variancia
restante. Assim, de acordo com a posicdo em que ocupam em relacdo aos
eixos das CPs, pode-se interpretar que ha alguma caracteristica nos espectros
responsavel pelos agrupamentos ou afastamentos ocorridos.

Portanto, a analise dos componentes principais tem por finalidade basica
a reducdo de dados a partir de combinacdes lineares das variaveis originais.
Tém sido muita utilizada aliada a espectroscopia MIR e NIR, devido a
fornecerem espectros complexos, com grande numero de variaveis, facilitando
a visualizacdo dos dados em duas ou trés dimensdes, de modo que s as

informacg0des relevantes sejam consideradas (ALMEIDA, 2009).
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2.4.2 Regressao por Minimos Quadrados Parciais

Quando o objetivo principal da analise de dados é fazer a previsdo de
uma variavel dependente a partir de um grande numero de variaveis
independentes, a regressdao de minimos quadrados parciais (Partial Least
Squares - PLS) é um método indicado.

O PLS é aplicado neste trabalho com o objetivo de correlacionar os
dados espectroscopicos infravermelhos (matriz X) com os dados fisico-
quimicos de composicéo (matriz Y), construindo um modelo de calibracdo que
permita a previsdo de um ou mais componentes desejados a partir de um
espectro medido. A matriz Y é constituida pelas variaveis relacionadas as
concentracfes dos constituintes (proteinas, gordura, umidade, solidos totais,
cinzas e lactose), e a matriz X pelas variaveis espectrais de cada uma das
amostras (numeros de onda), conforme representado esguematicamente na
Figura 6 (FERRARINI, 2004).
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Figura 6 — Representacdo esquematica das matrizes X e Y no

desenvolvimento do método PLS
Fonte: Adaptado de Bruker Optics (2014)

No PLS, a calibracdo envolve a correlacdo dos dados na matriz
espectral X com os dados na matriz de concentracdo (ou propriedades) Y,
conforme ilustrado na Figura 6. As matrizes X e Y séo reduzidas a apenas
alguns fatores usando todas as informacdes disponiveis (FERRARINI, 2004).

Segundo Morgano et al. (2005) desenvolvimento do modelo, o conjunto total de
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amostras é dividido em dois subconjuntos: um de calibracdo, normalmente 70%
do total de amostras e outro de validacédo externa, contendo os 30% restantes.
Um numero 6timo de fatores (ou também denominadas variaveis
latentes) é obtido a partir de uma validacdo cruzada completa, e para descrever
e comparar o desempenho do modelo, utiliza-se o erro quadratico meédio (do
inglés Root Means Square Error - RMSE) e o erro relativo (do inglés Relative
Error - RE) dos conjuntos de dados de calibracdo e validacéo e o coeficiente de
determinacao (R?) entre valores medidos e previstos. RMSE é uma medida de
0 quanto o modelo fara bem as previsdes. Em geral, quanto mais baixo forem
os valores RMSE e RE, e quanto mais proximo de 1 for o R?, melhor ser&o as
previsdes realizadas (MORGANO et al., 2005; BASBASSI et al., 2014). As

principais medidas utilizadas para avaliar o modelo proposto foram:

a) Coeficiente de determinacdo (R?) explica a qualidade do modelo em

relacdo a sua habilidade de estimar corretamente os valores da
variavel resposta (Y) (Equacéo 1) (MORGANO et al., 2005)

Equacdo 1- Equacdo simplificada do calculo do Coeficiente de
determinacao

onde, R é o coeficiente de determinacdo, SQres o somatério dos

guadrados dos residuos e SQtot o somatorio dos quadrados total

b) Erro relativo percentual que relaciona-se a porcentagem do erro

relacionado aos valores oferecidos pelo método de referéncia e o
meétodo desenvolvido (Equacéo 2) (BASBASSI et al., 2014)

Equacéo 2- Equacao simplificada do célcylo do Erro Relativo

(%) = _1 x 100
2
=1

onde, ER é o erro relativo, y é o valor real e é o valor previsto pelo

modelo.
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¢) Raiz quadrada do erro quadratico médio que informa o desvio padrédo

dos erros de previsao (Equacao 3)

Equacédo 3- Equacao simplificada da raiz quadrada do erro quadratico
médio

onde, RMSE ¢ a raiz quadrada do erro quadratico médio, y € o valor
real, é o valor previsto pelo modelo, n € o nUmero de amostras
conjunto de dados (seja de calibragdo ou de validacao)

Para o desenvolvimento do modelo € necessario um numero
consideravel de amostras analisadas, para que proporcione 0 menor erro
possivel de previsdo, ou seja, as diferencas entre os valores de referéncia e
valores de previstos sejam as menores (ALMEIDA, 2009). Além disso, para que
0 modelo seja robusto é necesséario descrever, da melhor forma possivel, a
realidade dos dados e que seja considerado o maior numero de variacées.

Dessa forma, as amostras utilizadas para a calibracdo devem possuir a
mesma natureza das amostras de validacdo e das futuras andlises
(FERRARINI, 2004). Assim, o modelo final é constituido por uma matriz de
vetores, que sao linearmente relacionados, sendo bastante adequado para
previsdo dos fatores de interesse (por exemplo: proteinas, gordura, umidade,
sélidos totais, cinzas e lactose) (BRUKER OPTICS, 2014).
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3 OBJETIVOS

Objetivo geral:
e Aplicacdo da Espectroscopia na regido do infravermelho para
caracterizar e quantificar a composicao de Formulas Infantis, com

relacdo aos componentes majoritarios

Objetivos especificos:

e Caracterizar formulas infantis mediante analises fisico-quimicas
de referéncia;

e Avaliar a conformidade em relacdo a legislacdo vigente e as
alegacdes presentes nos rétulos das embalagens;

e Analisar os espectros obtidos e relacionar os principais picos com
0S componentes majoritarios presentes em formulas infantis;

e Aplicar técnicas fisicas e analises estatisticas multivariadas para
caracterizacdo de diferentes categorias/formulacdes de férmulas
infantis;

e Construir um modelo preditivo para a quantificacdo dos
componentes majoritarios, a partir das medidas espectroscopicas

e ferramentas multivariadas;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao e codificacdo das amostras

Foi realizado um estudo de mercado em farmécias, drogarias,
supermercados e outros estabelecimentos comerciais com o intuito de observar
as principais marcas e tipos de Formulas Infantis comercializadas no municipio
de Juiz de Fora.

A partir deste estudo, foram selecionados os produtos de maior
ocorréncia nos estabelecimentos e adquiridos no comeércio local 20 marcas
(latas de 400g) de quatro grandes industrias do ramo.

O universo amostral (Tabela 9) abrangeu Férmulas Infantis para
Lactentes, recomendados para criancas de zero a seis meses, codificadas como
—fl, Formulas Infantis de Seguimento (-FSl), indicadas a partir dos s meses
de idade; Férmulas Infantis e de Seguimento (-FIS|). Dentre estas, havia
produtos sem restricdo ao uso, bem como amostras recomendadas para dietas
especiais, como restricao de lactose e/ou de proteinas lacteas (produtos a base
de soja), ou ainda contendo proteinas parcialmente ou extensamente
hidrolisadas. Também foi utilizada uma amostra indicada a recém-nascidos
prematuros, ou de alto risco, codificada como —PRE.

Foram adquiridas, por meio da Fundacdo de Apoio e Desenvolvimento
ao Ensino, Pesquisa e Extensédo (FADEPE) da Universidade Federal de Juiz de
Fora, 20 marcas (latas de 400g), das principais Foérmulas Infantis
comercializadas em Juiz de Fora, em dois ou trés lotes diferentes, totalizando
54 amostras. Determinou-se a composicdo centesimal de cada unidade por
meio de métodos fisico-quimicos tradicionais. Ao mesmo tempo, com 0 intuito
de avaliar a composicdo quali e quantitativamente, as amostras foram
submetidas a Espectroscopia no Infravermelho Médio com transformada de

Fourier acoplado a reflectancia total atenuada (FT-MIR-ATR).
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Tabela 9 — Codificacao lotes e alegacbes das amostras utilizadas

codiao da Quantidade
Categoria amogstra de lotes Alegacéo especial
avaliados
Fl 1 3
Fl 2 3
FI 3 3
Férmula Fl 4 3
Infantil FI'S 3
FI 6 3
Fl7 2 Proteinas do soro parcialmente
hidrolisadas; adigdo de nucleotideos
FI 8 2 Proteina de soja
FS 1 3 Proteinas do soro parcialmente
hidrolisadas
i FS 2 3
Formula de
_ FS 3 3
Seguimento ) ]
FS 4 3 Proteina de soja
FS5 2 Proteina do soro parcialmente
hidrolisada; adicdo de nucleotideos
FIS1 3
FIS 2 3
Férmula FIS 3 3 Sem lactose
Infantil e de FIS 4 2 Proteina de soja
Seguimento FIS 5 2 Baixo teor de lactose e proteinas
extensamente hidrolisadas
FIS 6 2 Baixo teor de lactose e proteinas
parcialmente hidrolisadas
Formula N
Infantil Pré- PRE 3 Proporgéo _de componentes
termo modificada; adicdo de nucleotideos

4.2 Anélise fisico-quimicas das amostras por métodos convencionais

A composicdo centesimal de cada amostra de formula infantil foi

determinada a partir do doseamento de lipidios, proteinas, umidade, residuo

mineral fixo (cinzas) e lactose, segundo Instituto Adolfo Lutz (2004) e Brasil
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(2006), os quais estabelecem os Métodos Analiticos Oficiais Fisico-Quimicos
para Controle de Leite e Produtos Lacteos. Tais andlises foram realizadas no
laboratorio de pesquisa da EPAMIG/ Instituto de Laticinios Candido Tostes, em
Juiz de Fora/MG.

ApOs a obtencdo dos resultados, foram realizados calculos para
conversao dos teores de lipidios, proteinas e carboidratos para a unidade usual
e utilizada pela legislacdo: —g-100kcal™, relacionada a densidade de nutrientes de
acordo com seu valor energético. Para isso, foram utilizados os dados de teor
energético para porcdo de 100g, contidos nas informacdes dos rotulos das

amostras.

4.2.1 Determinacdo de gordura por método de Gerber

Foram preparadas solucfes das amostras diluidas a 10% (m/v) em agua
destilada, em duplicata. De cada uma, retirou-se uma aliquota de 11mL
utilizando pipeta volumétrica, que foi adicionada cuidadosamente a um
butirdometro de Gerber para leite, ja contendo 10mL de &cido sulfarico p.a., de
densidade a 20°C igual a 1825 g-L™.

Em seguida, adicionou-se 1mL de alcool isoamilico, densidade a 20°C
igual a 811 g-L*, limpou-se o gargalo e vedou-se o butirdmetro. Este foi
envolvido com toalha e agitado vigorosamente, seguindo para centrifugacao
por 5minutos, a 1300rpm, em centrifuga de marca ITR. Logo apéds, foram
colocados em banho-maria a 65°C por 3 minutos para leitura direta do teor de
gordura na escala da propria vidraria.

Devido a diluicdo realizada, os resultados lidos foram multiplicados por

10, para obtencéo do resultado final corrigido.

4.2.2 Determinacéo de proteina verdadeira por método de Kjeldahl

a) Teor de Proteina Bruta

Inicialmente foram preparadas a partir das solugdes diluidas a 10% (m/v)
em agua destilada, em duplicata. De cada solucao, foi retirada uma aliquota de
2 mL para microtubos de Kjeldahl, contendo 1,5g de sulfato de potassio p.a. e

0,1g de sulfato de cobre p.a., sendo em seguida adicionado 3 mL de &cido
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sulfurico p.a., e 3 pérolas de vidro. ApOs agitacdo cuidadosa, os tubos foram
encaminhados para digestdo em bloco digestor marca Tecnal Modelo
TEO040/25, em capela de exaustao, a 350°C durante aproximadamente 4horas.
O ponto final desta etapa foi a formacdo de coloracdo limpida e esverdeada,
caracteristica da auséncia de matéria organica e formacéo de sais de amoénio.

Na etapa seguinte, as amostras digeridas foram encaminhadas para
destiladores de nitrogénio de marca Lucadema. ApoOs adicdo de 15mL de
hidréxido de sddio 30% e formagdo de amonia, foi realizada destilacdo por
arraste de vapor, sendo esta substancia coletada em um erlenmeyer
posicionado na saida do condensador, contendo 10mL de acido bdérico
adicionado de indicador misto de cor roxa (vermelho de metila e azul de
metileno). A destilacdo era interrompida ao recolher-se
aproximadamentel00mL do destilado (metaborato de aménio), com viragem
para cor verde.

Por fim, cada destilado foi titulado por uma solucao volumétrica de &cido
cloridrico 0,05mol-L™?, até ponto final detectavel pela mudanca da coloracéo
verde para roxa.

Para retirar possiveis interferéncias e erros da analise, foram realizadas
juntamente as amostras, duas provas em branco, utilizando-se agua destilada.

De posse dos resultados, foi realizado o célculo do teor de Nitrogénio
total (%NT) (Equacéo 4) e do teor de Proteina Bruta, multiplicando-se a %NT
pelo fator 6,25 (Equacdo 5). Tal fator é oriundo das RDC 43/2011 e RDC
44/2011, especificas para férmulas infantis (BRASIL, 2011a, b).

Equacéo 4 — Célculo do teor de nitrogénio total

o ~_ 14

Onde:% NT — teor de nitrogénio total na amostra, em percentagem; Va —
volume da solucdo de acido cloridrico gasto na titulacdo da amostra, em
mililitros; Vg — volume da solucdo de acido cloridrico gasto na titulacdo do
branco, em mililitros; Myc Concentracdo do HCI (mol/L); fc — fator de correcao

para o acido cloridrico 0,05 mol/L; m — massa da amostra (em gramas)
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Equacéo 5 — Célculo do teor de proteina bruta

%=% ;i

Onde: %PB — teor de proteina verdadeira; %NT- teor de nitrogénio total; fator
proteina — fator utilizado para converséo do teor de nitrogénio em teor de proteina

bruta

b) Teor de nitrogénio ndo proteico

Foram utilizadas aliquotas de 5mL das soluc¢des diluidas a 10% (m/v)
preparadas a partir das amostras. Tais aliquotas eram vertidas a béqueres de
50mL, e adicionadas de 5mL de agua destilada e 10mL de acido tricloroacético
a 24%, com o objetivo de precipitar todas as proteinas presentes, obtendo-se
assim a fracdo de Nitrogénio ndo proteico.

ApOs aguardar em torno de 15minutos, foi realizada filtracdo e deste
filtrado foi retirado 2mL, para as etapas de digestdo, destilacdo e titulacéo,
conforme ja descrito no item 4.3.2 a (Teor de Proteina Bruta). Para os calculos,
utilizou-se a Equacdo 4, porém encontrando-se 0 teor de nitrogénio nao-
proteico (YoNNP).

c) Teor de proteina verdadeira

Ao promover a subtracdo do teor de nitrogénio total (%NT) pelo teor de
nitrogénio nao protéico (%N-NNP), obtém-se teoricamente o valor de nitrogénio
advindo de proteinas (Equacéo 6).

Equacéo 6 — Célculo do teor de nitrogénio protéico

% = % — Y%
Onde: %NP — teor de nitrogénio proteico; %NT- teor de nitrogénio total %N-NNP teor
de nitrogénio ndo proteico

Multiplicando-se o teor de %NP pelo fator de converséo (6,25) obteve-se

o teor de proteina verdadeira de cada amostra (Equacéo 7). Tal fator € oriundo
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das RDC 43/2011 e RDC 44/2011, especificas para formulas infantis (BRASIL,
2011a, b).

Equacéo 7 — Célculo do teor de proteina verdadeira

% =% ;

Onde: %PV — teor de proteina verdadeira; %NP — teor de nitrogénio protéico;
fator proeina — fator utilizado para conversédo do teor de nitrogénio em teor de

proteina verdadeira.

4.2.3 Determinacdo de umidade por método gravimétrico em estufa

Esta andlise foi realizada em duplicata, conforme a descricdo a seguir:
Inicialmente foi pesado em capsula de aluminio, utilizando-se balanca analitica
marca Gehaka, 10 g de areia purificada e adicionado a mesma um bastéo de
vidro (aproximadamente 5 cm). Cada conjunto foi mantido em estufa marca
Quimis a 105 °C por uma hora, e posteriormente transferidos para dessecador,
durante 15 minutos, para esfriar sem reabsorver umidade.

Em seguida, o conjunto foi pesado (TARA), e logo apds adicionado de
aproximadamente 3g de amostra (PESO INICIAL), que foi misturada
cuidadosamente com auxilio do bastdo de vidro. Posteriormente, as capsulas
foram novamente levadas a estufa a 105°C, durante aproximadamente de
3horas, até peso constante, o que foi determinado a partir de repeticdes da
transferéncia dos conjuntos para dessecador, balanca e estufa por mais
30minutos, em cada vez, até que a diferenca nas pesagens fosse nula.

Por fim, o conjunto foi pesado (PESO FINAL) e procedeu-se com 0S

calculos para determinacdo da umidade (Equacéo 8).

Equacéao 8 — Calculo do teor de umidade da amostra

o« - 000, 100
0




65

4.2.4 Determinacdo de Residuo Mineral Fixo (cinzas)

Esta analise foi realizada em duplicata, conforme a descricdo a seguir:
Inicialmente o cadinho foi aquecido em forno mufla a 550°C durante 30
minutos, esfriado em dessecador e pesado em balanca analitica marca Gehaka
(TARA). Em seguida, foi pesado aproximadamente de 3g de amostra
previamente homogeneizada diretamente no cadinho (PESO AMOSTRA),
sendo levados para a estufa a 105°C durante duas horas. Logo apds, foram
colocados em forno mufla a 550°C, por trés horas, obtendo-se cinzas brancas.
Apos esfriar em dessecador, os cadinhos foram novamente pesados (PESO

FINAL) e procedeu-se os célculos para o doseamento das cinzas (Equacéo 9).
Equacéo 9 — Célculo do teor de cinzas (RMF) da amostra

v 0-00_ 00
0

4.2.5 Determinacao de carboidratos por diferenga centesimal

Apéds determinacdo analitica dos teores de gordura, proteinas, umidade
e cinzas, o teor de carboidratos foi obtido subtraindo cada valor do total de
100%, concluindo, portanto, a composi¢cao centesimal das amostras (Equacgao
10).

Equacdo 10- Célculo do teor de carboidratos

% =100 — (% + %1+ %+ %)

4.3 Andlise das amostras por Espectroscopia no infravermelho médio
(FT-MIR- ATR)

Para a avaliagdo no FT-MIR-ATR, cada lata contendo amostra foi aberta
e seu conteldo homogeneizado. Em seguida, foi pesado em papel de
pesagem, utilizando balanga analitica 200 mg de po, seguido da prensagem,
em prensa hidraulica com pressdo equivalente a 3 toneladas durante

3segundos, de modo a compactar o p6 em forma de pastilha.
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A espectroscopia por infravermelho foi realizada em um espectrometro
MIR (VERTEX 70) da marca Bruker®, com acessorio ATR e Software OPUS®
6.5. As medidas foram realizadas em absorbancia com resolucéo de 4 cm™ e
varredura de 64 leituras no intervalo de 400 cm™ a 4000 cm™. Os dados foram
analisados nos softwares Excel e OriginPro 2015. As medidas foram realizadas
em triplicata, mudando-se em cada medida, a posicao da pastilha, para que
houvesse avaliacdo de outro campo. Além disso, padronizou-se a pressado do
anvil sobre a pastilha de modo a evitar medidas imprecisas.

A pastiiha de cada amostra foi inserida sobre o cristal do ATR
previamente limpo com &lcool isopropilico ou acetona. O equipamento promove
a leitura de acordo com os parametros selecionados, e, ao final, oferece como
resultado um espectro da média das 64 leituras, correspondente as vibracdes
dos componentes quimicos da amostra. Estes espectros foram avaliados e
comparados visualmente e a partir dos dados foram realizados célculos das
médias para posterior analise.

Para melhor interpretacéo e visualizacdo dos dados, foram descartadas
regides do espectro que ndo continham informacfes relevantes, de modo a
salientar as faixas de maior interesse, relacionadas aos componentes
presentes nas amostras. Por isso, optou-se pelas sessdes de nimeros de onda
1000 cm™ a 1780 cm™ e 2815 cm™ a 3028 cm™. Além disso, para plotar os
gréficos, foi realizada uma separacdo das amostras na legenda em dois
grupos, sendo primeiro apresentadas aquelas compostas por trés lotes e
aquelas somente com dois, ja que cada um dos lotes foi considerado uma

replicata.

4.3.1 Andalise estatistica

Os espectros das diferentes formulas infantis foram convertidos em
arquivos de texto utilizando o software OPUS 6.5.97. As absorbancias da
regidao MIR, obtidas no intervalo de nimero de ondas compreendido entre 3028
cm™ a 2815 cm™ e 1780 cm™ a 1000 cm™, foram submetidas a célculos de
analise de componentes principais (PCA) e regressdo dos minimos quadrados

parciais (PLS), utilizando o software Excel, OriginPro 2015 e Rstudiov1.0.153.
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5.1 Caracterizacao fisico-quimica das formulas infantis por métodos

convencionais

Os resultados obtidos a partir das analises fisico-quimicas sdo descritos

nas Tabelas 10, 11 e 12, com destaque para as duas ultimas, que apresentam

teores com unidades similares a legislacdo vigente. As amostras sao

apresentadas em ordem de acordo com a codificagdo de sua categoria, ou

seja, primeiramente as férmulas infantis (FI), logo ap6s as férmulas de

seguimento (FS), seguida pelas férmulas infantis e de seguimento (FIS),

finalmente, a amostra para lactentes nascidos pré-termo (PRE).

Tabela 10 — Composicao centesimal média das amostras avaliadas

Amostra  Lipidios Proteinas Carboidratos Cinzas S'IE)C')It?:l?S? Umidade
(g100g™)  (g-100g™)  (g100g™)  (g-100g’)  (g-100g™)  (g-100g")

Fl1 242+24 10,5%0,6 57,2+2,8 2606 945+0,4 54+0,3
Fl2 16,2+ 0,3 9,4+05 68,1+0,3 3,1+0,3 96,7+1,0 33+x1,0
FI3 288+18 10,6+0,7 54,7+28 28+1,0 96,9+0,5 31+05
Fl4 225+13 109+0,6 58,3+2,7 3,6+1,2 953+1,9 4,7+2,0
FIS 235+12 10,3+0,6 59,0+ 3,5 3615 95,6 +2,0 4,4+ 20
FS1 21,0+05 122+2.2 58,3+2,1 3,0+£0,3 949+1,9 51+19
FS2 175+15 12,6+05 62,6 +1,3 3,3+0,2 96,1+1.1 39+x11
FS3 21,7+225 10,5+0,7 60,3+35 3,6+0,9 96,2+1,4 3,8%1,4
FS4 21,8+06 10,8+0,3 58,6 £2,6 3724 95014 50+14
FIS1 282+15 9,3+0,7 53,427 53+27 96,1+0,9 39+09
FIS2 19,0+10 109+01 62,0+2,5 3711 95,6+ 1,1 44+11
FIS3 257+08 10,2+04 56,3+2,0 33+x14 95,604 44+04
PRE 242+06 134+05 544+1,6 3,5+0,6 954+14 46+14
FI6 188+38 95%0,7 61,7+0,3 3,7+03 96,1+19 39+19
FI7 255+35 8,9+0,5 60,5+2,2 24+0,1 97,4+1,0 2610
FI8 26,8+04 121+0.2 549+1,8 24+0,7 97,4+1,0 2610
FS5 21,5+0,7 92+1,3 64,6 +1,7 1,8+0,3 97,1+0,6 29+0,6
FIS4 265+14 128+0,7 540+1,2 2701 96,1+0,4 39+04
FIS5 265+21 91+04 56,8+ 1,0 29+0,2 95,3+0,9 4,7+0,9
FIS6 258+04 99%03 52,3+0,5 50+0,3 95,9+0,9 4,1+0,9

Realizou-se ainda uma divisdo em dois grupos, sendo o primeiro

representado pelas marcas compostas por trés lotes (Tabela 11) e o segundo,

aguelas compostas por dois (Tabela 12), ja que cada lote foi considerado uma
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replicata. Este segundo grupo ndo pode ser submetido a analise de variancia

(ANOVA) por ndo atender o principio de homocedasticidade, uma vez que nao

h& homogeneidade entre as variancias das amostras.

Observa-se certa homogeneidade nos teores, uma vez que buscam

atender as exigéncias legais, bem como a necessidades nutricionais dos

lactentes, porém cada formulacao € particular a cada industria.

Tabela 11 — Composicdo média das amostras avaliadas (trés lotes)

Amostra Lipidios Proteinas Carboidratos Cinzas S‘I(')cl)lt(;ci): Umidade
(g-100kcal™) (g-100kcal™) (g-100kcal™) (g-100g™) (g-100g™) (g-100g™)

FIl  47+05™ 21+01° 112+05" 26+06°% 945+04°% 54+0,3°
FI2  32+0,1% 1,8 +0,1¢ 13,4 +0,1° 31+03% 967+10% 33+1,0°
FI3 57+0,3 21+03" 108+05¢ 28+10% 969+05% 31+05"?
Fl4  44+03 21+01™ 115+05° 36+1,2% 953+19% 47+20°
FI5 52+02* 19+0,1% 11,0+0,7° 36+15% 956+20°% 4,4+20°
FS1  4,1+0,1°9 24+04™ 115+04° 30+03% 949+19% 51+1,9°?
FS2  3,4+0,39" 25+0,1%*® 12,3+03® 33+02% 961+1,1% 39+11°
FS3  4,3+0,4% 21+01° 119407 36+09% 962+14% 38+14°
FS4  4,3+0,1% 21401 115+05"° 37+24% 950+14% 50+14°
FISL 55+0,3® 1,8 +0,1° 105+05° 53+27% 961+09% 39+09°?
FIS2  3,7+0,29" 21+0,0° 122+05" 37+11% 956+1,1% 44+11°
FIS3 50+02% 20+01° 11,1+04°% 33+14% 956+04°% 44+04°
PRE 4,7+0,1"* 28+0,1° 10,7+03" 35+06°% 954+14° 46+14°

valor p <0,05 <0,05 <0,05 0,7102 0,8869 0,8497

Tabela 12 - Composicdo média das amostras avaliadas (dois lotes)

Amostra Lipidios Proteinas  Carboidratos Cinzas S.I(_jé'ti?s Umidade

(g-100kcal™) (g-100kcal™) (g-100kcal™ (g-100g™)  (g-100g™)  (g-100g™)
F16 3,7+1,0 1,9+0,1 12,1+0,1 3,7+0,3 96,1+1,9 39+1,9
FI7 50+0,7 1,8+0,1 11,9+04 24+0,1 97,4+1,0 26+1,0
FI8 50+0,1 1,8+0,0 11,9+04 2,4+0,7 97,4+1,0 26+1,0
FS5 42+0,1 1,8+0,3 12,7+0,3 1,8+0,3 97,1+0,6 29+0,6
FIS4 52+0,3 25+0,1 10,6 + 0,2 27%0,1 96,1+0,4 39+04
FISS 52+04 1,8+0,1 11,2+0,2 29+0,2 95,3+0,9 4,7+0,9
FIS6 51+0,1 19+0,1 10,9+0,1 50+0,3 95,9+0,9 4,1+ 0,9

Letras superescritas demonstram grupos significativamente diferentes (ANOVA, TukeyHSD,

p<0,05)

Conforme ja descrito anteriormente, a legislacéo preconiza os seguintes

teores para 0s compostos majoritarios (g-100kcal™): lipidios: 4,0 a 6,0;
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proteinas lacteas: 1,8 a 3,0 (no caso de Fl), 1,8 a 3,5 (no caso de FS); proteina
de soja: 2,25 a 3,0 (no caso de Fl), 2,25 a 3,5 (no caso de FS); carboidratos:
9,0 a 14,0 (BRASIL, 2011a, b).

Paniago et al. (2017) observaram que todas as sete formulas infantis
avaliadas em seu estudo apresentaram teor lipidico abaixo do preconizado
apos reconstituicdo. Dentre todas as amostras aqui testadas, quatro nado
atenderam a legislacdo vigente em relacdo ao teor de lipidios. Na Tabela 11
em relacdo as amostras de trés lotes, observa-se que a analise estatistica
sobre o teor de lipidios separou trés destas amostras em um grupo em comum
(h), ja na tabela 12 (dois lotes), a amostra FI6 foi a que revelou niveis abaixo do
preconizado. Além disso, as amostras em ndo-conformidade foram fabricadas
pela mesma indUstria e possuem indicacdo para uso rotineiro, ou seja, sem
nenhuma recomendacéao especial.

Kus-Yamashita et al. (2015) quantificaram o teor de lipidios e acidos
graxos poli-insaturados (PUFA) em 14 amostras de férmulas infantis,
comercializadas no estado de S&o Paulo. Ao comparar com o0s valores
recomendados, constataram que todas as amostras analisadas, em pelo
menos um parametro, estavam em desacordo com o preconizado pelo Codex
Alimentarius. Assim, reforca-se a necessidade de vigilancia constante quanto a
composicao deste tipo de amostras, visto a importancia da sua utilizacdo em
relacdo a saude dos lactentes.

Ja em relacdo ao teor de proteinas, cinco amostras apresentaram teor
bem proximo ao limite inferior, porem em conformidade a exigéncia da
legislacé@o vigente. Ao confrontar com informacdes do roétulo, viu-se que quatro
delas sdo constituidas por proteinas hidrolisadas (FI7, FS5, FIS1, FIS5). Este
fato pode ter influenciado o resultado do doseamento por Kjeldahl, uma vez
que a hidrélise promove o aumento do teor nitrogenado ndo proteico e, em
consequéncia diminui o teor de proteina verdadeira. Assim como no caso dos
lipideos, dentre as amostras com trés lotes, a andlise estatistica indicou as
duas amostras no limite inferior da legislacao (FI2 e FIS1).

Nunes et al. (2017) avaliaram a composicao de seis formulas infantis
comercializadas na cidade de Vigosa-MG e encontraram trés amostras da
mesma industria fabricante com valores proteicos relativamente baixos em

relacéo ao preconizado legalmente.
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No caso o teor de carboidratos, todas as amostras atenderam as
especificacoes da legislagdo, mesmo aquelas que com teor reduzido de
lactose, contendo maltodextrina em substituicdo. Para este tipo de formulagéo,
recomendada para dietas especificas, a composicao preconizada € semelhante
as Fl e FIS, baseada nas necessidades do lactentes, ou deve ser comprovada
cientificamente no caso de alguma adaptacéao (BRASIL, 2011c)

Dentre estes trés atributos (teor de proteinas, lipidios e carboidratos),
destaca-se a amostra FI2 (Tabela 11), que demonstrou teores de lipidios
abaixo do preconizado e o de proteinas no limite inferior. Em contrapartida, o
nivel de carboidratos apresentou-se superior aos apresentados pelas demais
amostras. Isto se deve ao fato de ter sido doseado por diferenca em relacao
aos outros compostos, para concluir a composicdo centensimal.

N&o houve diferencas significativas nos teores de cinzas, solidos totais e
umidade para as amostras de trés lotes (Tabela 11). Resultados semelhantes
foram obtidos também para as férmulas infantis com dois lotes (Tabela 12).

No Brasil, ndo ha uma regulamentacédo sobre soélidos totais e cinzas para
férmulas infantis, porém, segundo o Regulamento Técnico de Identidade e
Qualidade de Leite em P¢, portaria n° 146 do MAPA (BRASIL, 1996), o teor
maximo de umidade para este produto deve ser 3,5% ou seja, deve haver no
minimo 96,5% de sélidos totais em tal produto. Tendo como referéncia esse
valor, somente 25% dos produtos avaliados estdo em conformidade quanto ao
teor de sdlidos. Este baixo indice pode ser relacionado a alta higroscopicidade

das formulagdes, principalmente devido ao alto teor de carboidratos.

5.2 Caracterizacado das amostras por Espectroscopia no infravermelho
médio (FT-MIR- ATR)

Ao plotar a média das triplicatas (trés lotes) e duplicatas (dois lotes) de
todas as amostras em um unico grafico (Figura 7), observa-se, a primeira vista,
um comportamento espectral bastante similar entre as formulas infantis
estudadas. Foi possivel avaliar as faixas relacionadas a diferentes grupos

quimicos, associados a vibracdes especificas das moléculas que compoem as



71

amostras. Ao mesmo tempo, notou-se regides onde algumas amostras tém

comportamentos particulares.
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Figura 7- Espectros caracteristicos do FT-MIR-ATR das diferentes
formulas infantis estudadas

A titulo de ilustracdo e para melhor visualizacdo das regibes de
importancia dos espectros, foi escolhido aleatoriamente um espectro de cada
categoria, contendo as informac¢des das principais bandas de absorcdo dos
grupos funcionais caracteristicos dos componentes das amostras (Figura 8).
Bandas comumente associadas & lipidios ocorreram em torno de 2920 cm™ a
2908cm™ (estiramento assimétrico CH,), em 2848 cm™ a 2810cm™
(estiramento simétrico C-H e CH,) e de 1759 cm™ a 1722 cm™ (estiramento
C=0); as proteinas em 1670 cm™* a 1649 cm™* (Amida 1), em 1645 cm™* a 1610
cm™ (NH,, NH, dobramentos de Amida 1) e em 1589 cm™ a 1504cm™
(dobramento simétrico em NH3; e Amida Il); e por fim, aos carboidratos em 1099
cm ™t ede 1132 cm™ a 1118 cm™ (ambos estiramento C-O) como descrito por

Barbosa, (2007) e Dufour (2009).
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Figura 8- Espectros do FT-MIR de cada categoria e suas principais
bandas de absorcéo

Segundo Barbosa (2007) a regido de 4000 cm™ a 1300 cm® é
denominada regido dos grupos funcionais, nas quais as bandas de absorcéo se
referem aos estiramentos dos principais grupos funcionais presentes nos
compostos, como OH, NH e C=0, embora as posi¢cdes exatas podem sofrer
variacbes de acordo com fatores espaciais. Assim, vé-se que apesar de
apresentarem algumas particularidades, o0s espectros seguem um
comportamento semelhante em relagdo a absorcdo dos principais grupos
funcionais, caracteristicos dos componentes presentes.

Para melhor interpretacdo da avaliagdo no FT-MIR, foi realizada uma
analise dos componentes principais utilizando os espectros completos de todas
as amostras, de modo a observar os agrupamentos possiveis de acordo com a
similaridade encontrada.

A PCA revelou que trés componentes principais explicaram apenas 73%
da variabilidade das amostras. A baixa variabilidade explicada pelos dois

primeiros componentes (58%) se deve a intensa semelhanca entre os
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espectros apesar da complexidade das formulagdes, principalmente em relacéo
as diferentes qualidades e teores de carboidratos, lipideos e proteinas. Foram
necessarios seis componentes para explicar aproximadamente 90% da

variabilidade dos dados, conforme Tabela 13.

Tabela 13 - Porcentagem da variancia calculada pela analise de
componentes principais utilizando parte dos espectros nas faixas de numero de
ondas compreendida entre 3028 cm™ a 2815 cm™ e de 1780 cm™ a 1000 cm™

Principais Componentes Porcentagem de variancia Variancia Acumulada

1 37,12% 37,12%
2 21,23% 58,35%
3 14,57% 72,92%
4 7,10% 80,02%
5 6,17% 86,19%
6 4,04% 90,23%

De acordo com o resultado dos scores apresentado na Figura 9,
observou-se que a amostra codificada como PRE foi a que menos se
correlacionou com as demais. Com composicao singular, € indicada a lactentes
de baixo peso ou prematuros. Além disso, conforme ja exposto, o teor dos
componentes majoritarios (lipidios, carboidratos, proteinas e sais), se
apresentam aumentados em relacdo as outras formulacdes, além da presenca

de nucleotideos.
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Figura 9 — Score plot tridimensional da andlise dos componentes
principais das amostras de férmulas infantis na regido MIR (de 3028 cm™ a
2815 cm™ e de 1780 cm™ a 1000 cm™).

A amostra FS4 também mostrou menor correlacdo entre as demais. Isto
pode se dever ao fato de ndo apresentar base lactea em sua formulacdo, ou
seja, apresenta proteina de soja, maltodextrina e 6leos vegetais adicionados de
DHA e ARA. Préxima a FS4, ha outras amostras com composi¢cao especial,
como a FIS5 e FIS1. A primeira contém proteina extensamente hidrolisada,
polimeros de glicose e amido como principais carboidratos e lipidios
exclusivamente de fonte vegetal, adicionada de DHA e ARA. FIS1 é composta
por soroproteinas parcialmente hidrolisadas, lactose em conjunto a
maltodextrina e 6leos vegetais, também adicionados de DHA e ARA.

Outro grupo de amostras correlacionadas inclui FI2, FI6 e FS2.
Conforme informacdes do rétulo e de acordo com PortalPed (2017), estas
amostras possuem a mesma propor¢cao de caseinas e soroproteinas e sao
compostas exclusivamente por lactose como carboidrato, diferenciando-se
apenas quanto a composi¢ao de lipidios, uma vez que as amostras FI2 e FS2,
de mesma indudstria, possuem gordura lactea e 6leos vegetais e a amostra FI6

somente € composta por Oleos vegetais adicionados de DHA e ARA.
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Devido grande semelhanca entre os espectros, apesar da variabilidade
apresentada, optou-se pela divisdo em trés regides de interesse, com o
objetivo de caracterizar as férmulas infantis com maior clareza em relacdo aos

seus componentes majoritarios.
5.2.1 Regido MIR caracteristica dos lipidios

Neste trabalho, foram encontrados picos em torno de 2921 cm™, 2848
cm™ e 1750 cm™ na regido espectral caracteristica da absorcdo dos lipidios,
sendo os dois primeiros picos relacionados ao estiramento CH-CH,, e o ultimo
comumente relacionado a carbonila de triacilgliceréis (DUFOUR, 2009). A
Figura 10 pode-se observar o comportamento das diferentes amostras de

férmulas infantis em relacéo a estes picos.
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Figura 10- Espectros FT-MIR-ATR das férmulas infantis aproximados na
regido de absorcao caracteristica de lipidios.

Nota-se comportamentos em geral similares, porém com algumas
distingcdes, especialmente de intensidade e formato nos espectros dessas

regides. Em relacéo a altura, a explicacdo pode ser relacionada ao teor de
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lipidios em cada amostra, uma vez que, conforme os resultados fisico-
quimicos, este teor variou de 3,2 +0,1 g-100kcal™ a 5,7+0,3 g-100kcal™® nas
amostras estudadas.

Ja em relacdo a pequenas variacfes de formato, pode-se justificar em
funcdo da formulacdo particular de cada indastria, bem como devido a
heterogeneidade em relacdo ao tipo de lipidio presente. Neste estudo, ha
amostras que apresentam gordura lactea adicionada, em diferentes
proporcdes, de Oleos de origem vegetal, como por exemplo 6leo de girassol,
coco e soja, e/ou de adicdo de &acidos graxos poliinsaturados (DHA,
comumente denominado 6mega 3 e ARA, também conhecido como 6mega 6),
de forma a adequar a formula as necessidades do lactente e em relagdo ao
leite materno.

As amostras de formula infantil FI2, FI6 e FI7, bem como as de formula
de segmento FS2 e FS5 apresentaram um ombro na regido proxima a 2900
cm™. Conforme informagdes do rétulo e de acordo com PortalPed (2017),
estas amostras possuem em comum uma formulagcdo de base quase
majoritariamente lactea, devido a presenca de lactose como Unico carboidrato,
proteinas exclusivamente oriundas do leite, e gordura desta origem, mesmo
que em pequenas propor¢oes.

A regido proxima a 2900 cm™ é comumente associada ao estiramento
de ligacbes C-H spz, comuns na cadeia carbdnica de acidos graxos e
carboidratos (SKOOG, 2006). Stephani et al. (2017) estudaram a vida de
prateleira de concentrado de proteina do soro em pé através da espectroscopia
Raman. Geralmente, os concentrados de proteina do soro contém baixissimos
niveis de gordura, entretanto, os niveis de carboidratos sdo consideraveis. Os
autores verificaram alteracdes na regido de 2900 cm™ e relacionaram com o
estado cristalino da lactose presente em suas amostras. Sendo o concentrado
de proteina do soro obtido de maneira similar ao leite em pd presente nas
amostras aqui apresentadas, o mesmo pode estar ocorrendo aqui. Durante o
processo de secagem/concentracdo do leite, ocorre a cristalizacdo de acucares
e, com o tempo de armazenamento, novas bandas podem aparecer devido a
diminuicdo da desordem das intera¢des intermoleculares. A medida que ocorre

a cristalizacao, ocorre um aumento na ordenacao destas interacdes
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intermoleculares e novas redes moleculares séo formadas (STEPHANI et al.,
2017).

Silvestre et al. (2014) caracterizou lipidios em leite humano por meio de
picos em 1754 cm™ e 2857 cm™. Ao comparar os valores encontrados
analisador MIR com o método fisico-quimico tradicional (método de Gerber),
apesar das variagcdes, uma boa correlacdo entre os dados foi observada,
sugerindo que as diferencas entre os métodos poderiam ser evitadas
reajustando a calibracédo do autoanalisador.

Bassbasi et al. (2014) caracterizaram lipidios em leite cru a partir da
regido de vibracdes assimétricas em 2955 cm™ e 2925 cm™, e das ligacdes
CH em 2854 cm™. O pico em 1746cm™ foram relacionados & interacdo da
radiacdo MIR com grupos C=0 das funcbes éster presentes dos trigligerideos
do leite (triglicerideos) e também, em menor grau, a interagdo com 0S grupos
carbonila de acidos carboxilicos e proteinas.

A regido de 3000 cm™ a 2780 cm™ e de 1820 cm™ a 1700 cm™ foi
submetida a analise de componentes principais, resultando em dois
componentes principais explicando cerca de 88% da variabilidade dos dados
(Figura 11).
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Figura 11 - Analise de componentes principais dos espectros das
amostras avaliadas na regido MIR caracteritica de lipidios (3000 cm™ a 2780
cm™ e de 1820 cm™ a 1700 cm™)
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Devido a grande similaridade entre os espectros, uma distribuicdo
relativamente homogénea foi observada. Os pesos de cada variavel sobre as
amostras foram muito pequenos em relagdo ao PC1l que explica a maior
variabilidade dos dados. Por outro lado, 0os pesos sao mais significativos no
PC2. Assim, a distribuicao das amostras nos plano PC1xPC2, tem maior
influéncia devido aos pesos sobre o PC2.

Em relagdo ao PC1 a amostra FS4 foi a que menos se correlacionou
com a maioria. Como exposto anteriormente, esta amostra ndo possui base
lactea e contém oOleos vegetais adicionados de DHA e ARA.

Pode-se observar que o grupo de amostras relacionadas com o ombro
observado no espectro em 2900 cm™ (Figura 10) foi agrupado em relacdo ao

PC1, validando as observacdes espectrais.

5.2.2 Regiao MIR caracteristica de proteinas

Avaliando-se a regido dos espectros associada a absor¢cédo de proteinas
(Figura 12), que neste estudo apresentou picos em torno de 1645 cm™ e 1540
cm™, observou-se, mais uma vez, um comportamento, em geral, similar entre
as amostras, porém trés delas (FIS3, PRE, FIS5) apresentaram
particularidades.
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Figura 12- Espectros FT-MIR das férmulas infantis aproximados na
regido de absorcao caracteristica de proteinas (1700 cm™ a 1510 cm™)

Ao relacionar o comportamento observado no espectro das amostras
destacadas com as informacgfes dos rotulos, vé-se que estas possuem certas
singularidades, as quais podem ser utilizadas para explicar tais
comportamentos. A amostra codificada como PRE possui recomendacao de
uso para recém-nascidos prematuros ou com baixo peso, e conforme a
demanda nutricional deste grupo de lactentes, apresenta maior teor protéico,
sendo composta por 70% soroproteinas e 30% de caseinas (PortalPed 2017).
Além disso, ha adicdo de nucleotideos, cuja estrutura apresenta grupos
nitrogenados, e por isso, podem ter absorvido nesta regido. Estas informacdes
corroboram com 0 maior teor protéico encontrado nas andlises fisico-quimicas
de composicéo, e assim podem explicar a maior area sob a curva e intensidade
dos picos de Amida | e Amida Il, quando comparada com as outras amostras
avaliadas. Aléem disso, na regido de Amida Il, apresentou um ombro em 1564
cm™.

Segundo PortalPed (2017), a amostra FIS3 apresenta a fracdo proteica
dividida em 60% de soroproteinas e 40% de caseinas, além da adicao de

nucleotideos. Uma caracteristica importante a ser salientada € a auséncia de
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lactose, sendo a maltodextrina o carboidrato presente. FIS3 apresentou um
espectro bastante irregular, nesta faixa de nimeros de onda, e, assim como
PRE, também apresentou o ombro caracteristico em 1564 cm™. Apesar de
outras amostras também apresentarem esta composi¢ao, pode-se sugerir que
a presenca da maltodextrina, em combinagdo aos outros constituintes dessa
amostra pode ter sido a responséavel pela variacao observada.

Estas amostras (PRE e FIS3) apresentaram um ombro na area de
Amida Il, com maximo em 1564 cm™. Neste ponto, comumente h& associacdo
de vibracdes relacionadas com pares de estiramento C=0O e C=C de
compostos nitrogenados (IVANOVA e KOLEV, 2011).

A amostra FIS5 ndo apresentou os dois picos caracteristicos de Amida |
e I, mas apenas o de Amida |, com méaximo deslocado de 1645 cm™para 1630
cm™. Este deslocamento esta relacionado ao estiramento C=0 de grupamentos
amida (SMITH, 1998). Esta amostra € a Unica composta por proteinas lacteas
extensamente hidrolisadas, dentro do universo amostral escolhido. De acordo
com PortalPed (2017) sua fracdo proteica € representada pela presenca de
aminodcidos livres e peptideos de baixo peso molecular, devido a sua alegacao
de hipoalergenicidade.

Casadio et al. (2010) e Silvestre et al. (2014) corroboram com a regiao
utilizada neste estudo para caracterizar proteinas, uma vez que utilizaram a
banda caracteristica de amida na regido de 1538 cm™ para caracterizacdo de
proteinas em leite humano. Verificou-se que, em média, que o analisador MIR
utilizado em ambos os estudos ofereceu valores de proteina mais elevados do
gue os obtidos analiticamente, o que foi explicado pela utilizagdo de calculos
baseados em leite bovino, que tem concentracdo e qualidade proteica diferente
do leite humano.

A mesma regido utilizada neste estudo também foi escolhida por Solis-
Oba et al. (2011) para a quantificacdo proteinas em processos de ultra e
nanofiltracdo, de modo a monitorar tais operacoes, e também por Voort (1987)
para avaliar a atividade proteolitica em leite cru mediante ao amrmazenamento
do mesmo.

Azarias (2017) utilizou a espectroscopia FT-MIR-ATR para avaliar e
acompanhar o indice de maturagdo de queijos Pecorino, Maturado e Gouda,

produzidos com leite de ovelha. Foram observados picos caracteristicos de
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grupamento amida (1640 cm™ e 1550 cm™) e picos referentes & presenca de
lipideos (2922 cm™, 2852 cm™ e 1161 cm™), sendo que, de uma maneira geral,
os valores das absorbancias diminuiram com o passar do tempo de maturacéao,
devido as atividades proteoliticas e lipoliticas decorrentes desse processo.
Andrade et al. (2018) utilizaram a espectroscopia MIR para caracterizar
e detectar adulteracdo de concentrado de proteinas do soro de leite pela adicdo
de soro de leite em pd. As bandas de amida | e Il, com picos em 1640 cm™ e
1550 cm™ respectivamente, apresentaram tendéncia decrescente com forte
correlacdo com o teor de proteinas das amostras, e por isso, constatou-se a
possibilidade de associacdo da espectroscopia FT-MIR-ATR com ferramentas
multivariadas (PCA e PLS) para prever o teor proteico neste tipo de matriz.
Efetuou-se a analise dos componentes principais (PCA) com o objetivo
de avaliar esta regido espectral (Figura 123 e Figura 14). PCl e PC2
explicaram aproximadamente 89,5% da variabilidade dos espectros no
intervalo de nimero de onda relacionado as proteinas. Pode-se observar que a
maioria das amostras se correlaciona entre si, entretanto, FIS5, FIS3 e PRE

bastante destacadas das demais, confirmando a andlise espectral anterior.
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Figura 13- Score plot da analise dos componentes principais dos dados
de FT-MIR na regido caracteristica de absorgdo das proteinas.
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A Figura 14 mostra a influencia de cada numero de onda no
posicionamento das amostras no novo plano de eixos principais 1 e 2. Apesar
do PC1 ser responsavel por aproximadamente 74% da variabilidade dos dados,
0S pesos sdo muito inferiores em relagdo ao PC2. Dessa forma, o PC2 é mais
significativo na distribuicho das amostras, ou seja, possui maior
responsabilidade na separacdo das amostras menos semelhantes (PRE, FIS5
e FIS3), com destaque para a regido entre 1630 cm™ a 1560 cm™, validando a

observacédo espectral.

5.2.3 Regido MIR caracteristica de carboidratos

Ao avaliar o intervalo de absorcdo caracteristico dos carboidratos,
encontra-se uma regiao de dificil compreensdo do comportamento espectral
(Figura 15). Segundo Barbosa (2007) a regido entre 1300 cm™ a 900 cm™ é
geralmente muito complexa e por isso, as vezes ndo analisada, contendo

muitas bandas referentes ao esqueleto carbdnico das moléculas. Além disso, é
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uma faixa considerada como -impresséao digital, uma vez que pode servir para
confirmar a identidade de determinados composto, pois mesmo compostos
isdmeros, que apresentam espectros iguais em outras regides apresentarao
diferencas nestes nimeros de ondas. Destacam-se nesta regido as absorcdes
de estiramento de C-O de alcoois, éteres e ésteres. No caso de éteres ciclicos,
como os carboidratos em questdo, é comum bandas em torno de 1270 cm™ a

1030 cm™, regido que sera adotada para caracteriza-los.

3 Lotes:
Fi1
— FI2
—FI3
—Fl4
~FI5
—  FS1
— FS2
—_FS3
FS4
—FIS1
— FIS2
— FIS3
PRE
2 Lotes:
~ Fl6
FI7
- FI8
FS5
 FIS4
~ FIS5
-~ FIS6

Absorbancia (U.A.)

1150 ° 1100 ° 1050 = 1000

Namero de onda (cm™)

Figura 15- Espectros FT-MIR das formulas infantis aproximados na
regido de absorcao caracteristica de carboidratos

As amostras apresentaram alguns perfis distintos. Na maioria dos casos,
0s principais picos e bandas estiveram presentes em 1250 cm™ (estiramento C-
O sp2), 1150 cm™ (estiramento C-0), 1115 cm™ (estiramento C=0), 1070 cm™
(estiramento assimétrico C-O-C) e 1020 cm™ (estiramento C-O de ésteres)
(SHARMA, 2007). Porém algumas amostras revelaram ombros e picos em
outras areas. Amostras de férmulas de segmento FS2, FS3 e FS5 e férmulas

infantis FI2, FI6 e FI7 demonstraram picos especificos em 1200 cm™ e 1030
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cm™ além de ombros em 1060 cm™ e 1080 cm™(ambas estiramento -OH,
comum em lactose) (SKOOG, 2006), o que ndo ocorreu com as demais
amostras. De maneira similar, todas estas amostras, exceto FS3, revelaram um
pico em 1166 cm™ e outro em 1140 cm™. J& o restante das amostras, incluindo
FS3, nesta regido revelaram apenas um pico em 1150 cm™.

Estas nuancas entre os espectros dificultaram a andlise e caracterizacéo
do conjunto de dados. Assim, foi realizada uma analise dos componentes
principais, com a finalidade de auxiliar e simplificar a interpretacdo dos dados.
Os trés primeiros componentes principais explicaram aproximadamente 87,5%
da variabilidade dos dados submetidos a analise. A Figura 16 destaca o

posicionamento das amostras (score plot) em relacdo aos trés primeiros PCs.

Figura 16 - Analise dos componentes principais, em trés dimensdées, dos
dados de FT-MIR na regido caracteristica de absor¢éo dos carboidratos.

Houve uma distinta separacdo das amostras e a formagao de grupos
caracteristicos. Ao relacionar a PCA com os dados dos rotulos das amostras,
observou-se que a natureza e/ou a quantidade de carboidratos presente foram
utilizados para agrupar as amostras. O grupo destacado em azul na Figura 16

corresponde a amostras que nao possuem lactose em sua composi¢ao, sendo
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compostas exclusivamente de maltodextrina ou tendo este carboidrato
associado a amido ou polimeros de glicose. Ja o grupo central (destacado em
preto) € composto por amostras cuja composi¢ao € intermediaria em relacdo
aos demais, por apresentar majoritariamente lactose adicionada de
maltodextrina, de acordo com a formulacdo desenvolvida pela industria. Os
grupos destacados em verde e vermelho possuem exclusivamente a lactose
como carboidrato. O grupo em verde, contendo as amostras FI2, FI6, FI7, FS2
e FS5 revelou picos e ombros caracteristicos, como descritos anteriormente.

Casadio et al. (2010) e Silvestre et al. (2014) utilizaram a regido de
1042cm™ (grupo OH) para a caracterizacdo de lactose em leite humano e
obtiveram valores semelhantes aos esperados para este tipo de matriz
alimentar. Além disso, destacaram como vantagens a caracterizacdo de outros
acucares redutores tais como oligossacarideos, que podem estar presentes em
guantidades grandes e variaveis em leite humano.

Solis-Oba et al (2011) utilizaram picos em 1075cm™ e 1042cm™ para
caracterizar e quantificar lactose em soro concentrado por ultra e nanofiltracao,
concluindo a eficacia da espectroscopia FT-MIR em tal monitoramento, de
forma rapida e precisa.

Andrade et al. (2018) ao estudar a adulteracdo de concentrado proteico
por adicdo de soro de leite em po, observaram uma diferenciacdo na forma de
espectro em torno da banda de carboidrato (estiramento OH), em 1080 cm™, a
partir de uma adicdo de 20% de soro ao concentrado proteico. Em amostras
com predominancia de soro em po, os valores de intensidade de absorcao da
banda de OH foram semelhantes ou superiores as suas bandas de amida,
devido ao alto teor de lactose presente.

A analise de componentes principais auxilia na classificacdo das
diferentes formulas utilizadas neste trabalho e valida as informacfes
espectrais. As nuancas observadas nos espectros e validadas pela anélise de
componentes principais podem ser significativas no planejamento de um
modelo matematico para a quantificacdo dos constituintes. Assim, devido a
grande variabilidade apresentada pelas amostras aqui estudadas, para um
possivel uso da espectroscopia na previsdo quantitativa dos constituintes,
talvez sejam necessarias diferentes curvas de calibracdo para cada tipo de

formulacéo.
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5.3 Predicédo de valores fisico-quimicos a partir dos espectros FT-MIR

A partir dos dados espectrais e dos valores de composicao obtidos pelos
métodos oficiais de analise, realizou-se a Regressdo por Minimos Quadrados
(do inglés PLS), no qual a regido adotada para a interpretacdo dos espectros
(3000 cm™ a 2815 cm™ e 1780 cm™ a 1000 cm™) foi usada como matriz X
(variavel dependente) e os teores obtidos analiticamente, como matriz Y
(variavel independente). Foram utilizadas 13 marcas (aquelas que possuem
trés lotes de amostras) para compor a etapa de calibracdo dos dados, e as
outras 7 marcas (que possuiam dois lotes de amostras) foram utilizadas na
validacdo do método.

Esta analise estatistica tem por objetivo verificar correlacdes entre estas
matrizes, dando pesos as colunas da matriz X (dados MIR), de acordo com sua
influéncia no modelo de predicdo. Para cada teor fisico-quimico, o modelo
prediz um resultado, baseado na correlacdo entre 0s espectros e a coluna
especifica da medida na matriz Y (lipidios, proteinas, carboidratos, por
exemplo). Ao relacionar as matrizes X e Y, observou-se que, dentre 0s
nameros de onda importantes na construcdo do modelo matematico de
predicdo, a regido entre 1400 cm™ a 1000 cm™ foi aquela de maior peso
(simbolizada pela maior altura em relagéo ao eixo y), ou seja, foi a de maior

influéncia no modelo (Figura 17).
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Figura 17 — Grafico de pesos da matriz X (dados MIR) em relacdo ao
modelo de predicéo

Conforme ja abordado anteriormente, esta regido espectral esta
relacionada, principalmente, a absorcdo de carboidratos, sendo a regidao do
espectro que possui as maiores diferencas entre as amostras. Para as outras
regides, foram relacionados baixos pesos uma vez que o modelo nao
encontrou correlacdo entre os dados MIR e os dados fisico-quimicos, como
ocorre quando se planeja uma curva de padrdes analiticos. Isto pode ser
explicado devido a grande variagcdo encontrada nos espectros, que nem
sempre foi acompanhada por uma diferenca tao significativa nos teores fisico-
guimicos. Assim, o modelo utilizou a regido de absorcdo dos carboidratos para
predizer todos os outros atributos (proteinas, lipidios, umidade, sélidos totais e
cinzas), pois considerou ser a regido de maior correlacdo entre os dados.

Durante a calibragcdo do método, utilizando-se da validacdo cruzada e o
modelo com um fator ou variavel latente foi o que apresentou os melhores
resultados de previséao.

Os resultados da calibracdo e validacéo sao apresentados na Tabela 14.
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Tabela 14 — Coeficientes obtidos relacionando matriz X e Y no PLS

Calibracdo n =13

Validacdon=7

Medida R2  RMSE RE(%) R’ RMSE RE(%)
Lipidios 0383 0577 12,70 0759 0411 8,60
Proteinas 0040 2,398 111,70 0,176 2,577 133,10
Carboidratos 0,586 0,491 430 0,642 0459 3,90
Cinzas 0109 1,193 33,80 0008 1,805 57,60
Solidos Totais 0,260 91,198 95,30 0,111 92,005 95,40
Umidade 0271 0607 13,90 0113 1,190 32,90

Conforme ja descrito anteriormente R? é o coeficiente de determinacao,

relacionado com o ajuste de um modelo linear, neste caso, a relagao entre os

valores reais, obtidos quimicamente para as analises fisico-quimicas, e 0s

preditos pelo modelo. Quanto mais préximo de 1, melhor. Visualmente, quanto

mais sobreposta for a reta de ajuste linear do conjunto de dados de calibracao

sobre a do conjunto de validagdo, menor o erro de predicdo do método. Logo,

observa-se que o modelo PLS ofereceu resultados ruins para o ajuste linear

(Tabela 14 e Figura 18). Neste sentido, vé-se que os melhores resultados

foram obtidos em relacéo ao teor de carboidratos.

Em relacdo aos residuos, ou seja, a diferenca entre cada valor real e o

predito pelo modelo, é desejavel que sejam minimos, indicando menor erro de

predicédo (Figura 19).
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Em vérios casos a distribuicdo aleatoria dos residuos néo foi observada,
indicando tendéncias de aumento nos erros a medida que os valores reais se
tornam maiores. Os residuos obtidos nos teores de solidos totais sdo muito
altos, confirmando que o modelo ndo pode ser utilizado para a predicdo deste
parametro. A distribuicAo dos residuos foi homocedastica apenas nos
parametros de proteinas e carboidratos.

Os valores de RMSE e RE calculados (Tabela 14), representam uma
analise geral do modelo preditivo, sendo o0 RMSE representa o desvio padréao
geral dos erros de previsdo e o erro relativo a variagao geral do modelo, onde
guanto menores estes valores, melhor serd o modelo (MORGANO et al., 2005).
Ao avaliar os residuos, o RMSE e o RE, observa-se que todos os atributos
oferecem residuos altos, com excecdo dos teores de carboidratos, mostrando
baixos erros de previséao.

Uma vez que a regido de 1400 cm™ a 1000 cm™ foi utilizada para prever
os valores dos outros atributos, a correlacdo destas outras medidas (proteinas,
lipidios, cinzas, sélidos totais e umidade) com intervalo de numero de onda
selecionado € inexistente, gerando, portanto, um modelo ruim para predicdo
destes dados; além disso, ndo ocorreu um perfil de curva de calibragdo. Em
contrapartida, esta mesma regidao do espectro (regido com predominio de
grupamentos quimicos provenientes a carboidratos), foi a que apresentou
melhor correlagcdo e menores erros de predicdo para o teor de acucares, ou
seja, mostrou alguma semelhanca a uma curva de calibracao.

Dessa forma, os melhores resultados obtidos foram nas previsdes de
carboidratos, uma vez que os dados reais e preditos estdo moderadamente
correlacionados, conforme ilustrado na Tabela 15. Além disso, apesar do
coeficiente de determinacdo nos carboidratos ser por volta de 0,6 tanto na
calibracdo quanto na validacdo, os valores de RMSE e RE s&o baixos,
indicando que o modelo pode vir a ser bom, caso haja uma curva de calibracao

de carboidratos associada a esta medida.
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Tabela 15 — Dados reais, preditos e erros para a predicdo do teor de

carboidratos das amostras testadas

maltiess  proiies  Residuos
(g/100kcal)  (g/100kcal) ~ (9/100kcal)
FiT 11,23183 11,46249 0,23066
FI2 13,37525 12,816 10,55925
FI3 10,7518 11,45482 0,70302
Fla 11,4558 10,97023 10,48557
FI5 10,95547 11,48053 0,52506
Fs1 11,51866 11,52486 0,0062
FS2 12,30386 12,52022 0,21636
Fs3 11,85658 11,95441 0,09783
Fs4 11,51866 10,84577 10,67289
FIS1 10,48068 11,05743 0,57675
FIS2 12,17682 11,29019 10,88663
FIS3 11,0668 10,96372 -0,10308
PRE 10,68697 11,03851 0,35154
Fi6 12,11395 12,39951 10.28556
FI7 11,89391 11,84195 0.05196
FI8 11,89391 11,03988 0.85403
FS5 12,68566 12,01848 0.66718
FIS4 10,61493 10,86816 10.25323
FIS5 11,16601 10,77909 0.38692
FIS6 10,8664 10,92081 -0.05441

Portanto, apesar dos resultados encontrados, o modelo é promissor

principalmente para a determinacdo de carboidratos nas amostras de formulas

infantis testadas. Quando realizada uma curva de calibracdo para cada medida,

o modelo pode vir a ser ajustado as outras medidas, de forma a melhorar a

correlacdo e reduzir o erro entre dados reais e preditos pela ferramenta

utilizada.
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6 CONCLUSAO

Dentre as formulas infantis estudadas, foi observada uma grande
variacdo em relacdo as formulagbes, principalmente entre as diferentes
categorias, destacando-se aquelas indicadas para lactentes sob dietas
especificas.

Observou-se que a determinacdo da composicao pelos métodos fisico-
quimicos de referéncia demandam grande tempo e pessoal capacitados, uma
vez que cada atributo é determinado por uma metodologia diferente, com
grande gastos de reagentes quimicos e producdo de residuos. Ao avaliar as
amostras testadas frente aos métodos tradicionais, viu-se que em geral, que
estas atendem a legislacdo vigente em relacdo aos componentes majoritarios.

O método proposto, por meio da utilizacdo da espectroscopia no
infravermelho médio com transformada de Fourier e refletancia total atenuada
(FT-MIR-ATR), atingiu com sucesso 0 objetivo de caracterizar a composic¢ao de
Formulas Infantis, uma vez que ofereceu espectros com picos associados a
absorcdo dos principais componentes das amostras. Além disso, tem como
principais vantagens a determinacdo simultdnea de varios atributos em uma
Unica avaliacdo da amostra, em poucos minutos, exigindo um pré-tratamento
da amostra minimo, sem gastos de reagentes e producédo de residuos.

Ao mesmo tempo, aliando a espectroscopia FT-MIR a Analise por
Componentes Principais (PCA), foi possivel discrimind-las em grupos, que
podem ser explicados pelas alegacBes presentes nos rotulos e reforcados
pelos dados fisico-quimicos obtidos por métodos oficiais.

Ja em relacdo a proposta de predicdo de dados fisico-quimicos a partir
dos espectros FT-MIR, o modelo construido pelo PLS ndo encontrou boa
correlacdo entre as matrizes, sendo os melhores resultados relacionados a

regido tipica da absorc&o de carboidratos (1400 cm™ a 1000 cm™).
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

De acordo com o estudo realizado, foi possivel perceber que, em fungéo
da grande variabilidade composicional entre as formulas infantis testadas,
somente a previsao para teor de carboidratos ofereceu erros mais baixos e
melhor correlagédo, dando ao modelo um potencial promissor principalmente
para a quantificacdo deste componente. Portanto, sugere-se o0
desenvolvimento de curvas de calibracdo neste tipo de amostra, objetivando
tornar possivel a aplicacdo do método para a predicdo dos demais atributos
fisico-quimicos.

A partir disso, vé-se grande potencial ao aliar a espectroscopia no
infravermelho e ferramentas multivariadas como uma ferramenta rapida e
segura para atuar no controle de qualidade de alimentos, principalmente em

matrizes complexas.
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