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RESUMO

A busca de melhores condi¢cdes fisicas e de um envelhecimento
saudavel € uma constante atualmente. A dieta pode ser enriquecida com
suplementos alimentares, destacando-se os produtos a base de whey protein.
Este é considerado o suplemento mais conhecido no mundo, o que acarretou o
surgimento de diversas marcas e a expansao das vendas, favorecendo um
descontrole na sua fiscalizagdo. O controle de qualidade e caracterizagcdo de
matéria prima e produtos finais vém aumentando, e para isso, cada vez mais é
necessaria a aplicacdo de ferramentas analiticas alternativas para fornecer
dados confiaveis equivalentes a métodos de referéncia. O objetivo deste
estudo foi avaliar a aplicagao da Espectroscopia no Infravermelho Médio com
Transformada de Fourier (FTIR), acoplado a Reflectancia Total Atenuada
(ATR), juntamente com tratamentos quimiométricos (PCA e PLS) para
caracterizagdo de amostras de Whey Protein Concentrado (WPC) dopadas
com soro de leite em po (SLP) e a previsdo quantitativa simultdnea do teor de
proteina. Adulteracbes em WPC entre 0% a 100% de substituicdo por SLP
foram analisados em triplicata por FT-MIR-ATR e revelou numerosas bandas
correspondentes aos componentes do leite. Com aumento de niveis de
substituicdo de SLP, foi observado decréscimo das bandas amida | e amida Il
apresentando forte correlacdo com o teor de proteina e indicagcao de fraude em
WPC. A PCA confirmou cargas intensas nas regides amida | e Il, explicando
71% de a variancia total. Em 40% de substituicdo, foi encontrada diferenciagéo
no formato do espectro em torno da banda de carboidrato OH (1080 cm™'), com
confirmacgao por meio da analise da segundo derivada dos espectros. O teor de
proteina de cada mistura foi determinado pelo método tradicional de analise
(Kjeldahl) e a correlagao entre concentragbes e espectros foi feito por meio de
calibragdo por modelagem PLS, e resultou em baixos erros de previsdo e
coeficiente de determinacdo do ajuste global acima de 0,98. Portanto, a
associagao da espectroscopia FTIR-ATR com PCA e PLS pode ser usada com
precisdo para prever simultaneamente a quantidade em gramas de

substituicdes de SLP em WPC e o teor de proteina resultante em cada mistura.

Palavras-chaves: Whey Protein, Kjeldahl, Espectroscopia



ABSTRACT

The search for better physical conditions and a healthy aging is a trend
nowadays and, in many cases, the diet can be enriched with food supplements,
especially with products containing whey protein. Whey is the most known
supplement in the world, with several brands available in a constant growing
market, which favors the lack of control and supervision. The food industry has
put effort into the quality control, authentication and characterization of raw
materials and final products throughout the years. Thus, it is necessary to
develop tools to provide equivalent reliable data reference methods. The
objective of this study was to evaluate the Infrared Spectroscopy with Fourier
Transform (FTIR), attenuated Total Reflectance (ATR) along with (PCA and
PLS) for a rapid and non-destructive characterization of whey Protein
Concentrate (WPC) samples adulterated with (SLP), as well as the
simultaneous quantitative protein and the amount in grams of WPC or SLP
added to the sample. Substitutions in WPC between 0 to 100% by SLP were
analyzed in triplicate by FT-MIR-ATR and revealed numerous bands
corresponding to the components of the milk. With increased levels of
replacement of SLP, there was a decrease of the Amide | and Amide Il bands,
revealing a strong correlation with the protein content and indication of fraud in
WPC. PCA confirmed intense loads in the amide | and Il regions, explaining
71% of the total variance. In 40% of substitution of SLP to the WPC,
differentiation was found in the spectrum format around the OH carbohydrate
(1080 cm™), with confirmation by analysis of the second derivative spectra. The
protein content of each mixture was determined by Kjeldahl methodology and
the correlation between concentrations and spectra was done through
calibration by PLS modeling, and resulted in low prediction errors and
coefficient of determination of the overall adjustment above 0.98. Therefore, the
association of FTIR-ATR spectroscopy with PCA and PLS can be used
precisely to predict the amount in grams of SLP substitutions in WPC and the

resulting protein content in each mixture.

Keywords: Whey Protein, Kjeldahl, Spectroscopy
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1 INTRODUGAO

A busca por melhores condigcbes fisicas, promog¢do da saude e um
envelhecimento saudavel vém crescendo atualmente. Para isso, fazem-se
necessarias mudangas que afetem a qualidade de vida, como a busca por
atividades fisicas regulares e uma alimentagdo balanceada nutricionalmente
(MENDES, 2012). Em muitos casos, a dieta pode ser enriquecida com
suplementos alimentares, destacando-se dentre eles os produtos a base de
whey protein, considerado por muitos a melhor proteina existente, e sendo hoje,
o suplemento mais conhecido no mundo (HARAGUCHI et al., 2006).

Segundo Haraguchi et al. (2006), o suplemento alimentar whey protein é
amplamente usado e conhecido por atletas de alta performance devido a seu
alto valor nutricional. E constituido por soroproteinas do leite, que possuem
baixo peso molecular, alto valor nutricional e grande capacidade de absorgéao.
Os suplementos whey protein s&o produtos de valor agregado e se movem
rapidamente para o status de commodities, com uma forte posicdo no mercado
de nutricao esportiva (HA & ZEMEL, 2003).

De acordo com Alves et al. (2010), dentre as proteinas totais que
constituem o leite, duas fragdes tem maior importancia: as caseinas, que
correspondem a aproximadamente 80% do teor total, e as soroproteinas do leite,
correspondendo aos outros 20%. Apds a coagulacao do leite para a fabricagao
dos queijos, 0 soro se torna um co-produto desse processamento e por muito
tempo foi um problema para a industria lactea, por se tratar de um produto com
alta demanda bioquimica, sendo proibido seu descarte sem algum tratamento
prévio. Partindo-se da necessidade de se encontrar um destino correto para
esse co-produto e com o desenvolvimento de técnicas de fracionamento, hoje o
soro é requisitado para compor a férmula de alimentos ou para ser usado
diretamente como produto prioritario, sendo um exemplo disso, a fabricagao de
suplementos proteicos a base de soroproteinas (ALVES et al., 2010).

Segundo Haraguchi et al. (2006), aléem dos beneficios que estas proteinas
promovem para a recuperacdo muscular, elas também favorecem a saude
humana, atuando como agentes antimicrobianos, anti-hipertensivos, reguladores
da funcdo imune, assim como fatores de crescimento, entre outros. Além disso,

possuem propriedades funcionais, justificando sua intensa utilizagdo em
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tecnologia de alimentos. Dentre as funcionalidades, incluem-se geleificagéo,
capacidade de retengcdo de agua, formacdo e estabilizagdo de emulsdes e
espumas além de alterar caracteristicas sensoriais, permitindo a sua utilizagao
em inumeros alimentos como férmulas infantis, alimentos e bebidas com apelo a
saude e alimentos congelados (LUCENA et al., 2006; WANG et al., 2015).

Tantos beneficios justificam a alta demanda do consumo e utilizagao, e
também a grande quantidade de fabricantes de suplementos que oferecem
produtos dessa categoria para os consumidores. No mercado pode-se encontrar
diversas marcas e variedades contendo a mesma base de ingredientes. Dentre
varios tipos e categorias de suplementos usados por praticantes de exercicios
fisicos, o whey protein € sempre o de principal escolha, demonstrando sua
crescente popularidade (MENDES, 2012).

Segundo INMETRO (2014), a producdo de whey protein é bastante
complexa, mas a evolugdo tecnoldgica das industrias produtoras na ultima
década permitiu o surgimento de suplementos de nova geragao, com isolados de
proteinas muito concentrados. Por conta das diferentes técnicas de producao e
processamento, o0s suplementos variam muito de acordo com suas
concentracdes, misturas, processamento e valor bioldgico, existindo trés
classificagdes para o produto: (i) o concentrado, podendo fornecer 29% a 89%
de proteinas; (ii) o isolado, podendo fornecer 90% ou mais de proteinas; e (iii) o
hidrolisado, fornecendo alta concentracdo de proteinas parcialmente ou
completamente hidrolisada, resultando em tri- ou di-peptideos ou ainda em
aminoacidos livres (TUNICK, 2008).

Apesar da crescente utilizacdo deste suplemento, observa-se uma
precariedade na fiscalizacdo e controle desses produtos, tanto na avaliagao da
composi¢cdo quanto na forma de se rotular, podendo conter informagdes
errbneas ou que podem levar a uma ma compreensdo do consumidor. Os
orgaos de fiscalizagao utilizam métodos de analises oficiais, para quantificar e
qualificar as proteinas e outros compostos do suplemento whey protein. Tais
métodos algumas vezes requerem custo elevado devido a treinamentos de
capacitagao de analistas, reagentes utilizados e descarte de residuos, ou muitas
vezes sdo demorados e por vezes, de baixa precisdo analitica. Tem-se como
exemplo o método de Kjeldahl, que € comumente utilizado para determinar o

teor de nitrogénio e proteinas em alimentos. A quantificagdo do nitrogénio
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proteico é realizada por meio da titulagdo das amostras previamente digeridas e
destiladas. Essa técnica é muitas vezes questionada, por se tratar de um método
que doseia proteina de forma indireta, utilizando-se de um fator de converséo. O
principal fator negativo € a complexidade, a demora e, consequentemente, os
custos envolvidos ao se determinar o teor proteico da amostra por essa técnica
(BRASIL, 2006).

Desse modo, faz-se necessario o estudo de métodos de analises
alternativos para dosear a concentracdo proteica nesse tipo de amostra,
tornando mais rapida e precisa a determinagao da qualidade dos suplementos a
base de whey protein.

A espectroscopia de absorgdo no infravermelho é uma das técnicas que
fornece informagdes sobre os modos de vibracdo molecular, que por sua vez
dependem da estrutura da molécula. (SANTOS et al., 2012). Na regidao do
infravermelho médio (MIR) ocorrem combinagdes e sobretons (sobreposi¢ao)
das absor¢des vibracionais dos grupamentos O-H, N-H, S-H e C-H, o que
significa que os espectros possuem grande quantidade de informacéao a respeito
da organizagdao da maioria dos compostos organicos. Dentro deste contexto, a
espectroscopia no MIR tem sido frequentemente utilizada como um método
analitico, fornecendo resultados suficientes para determinacdo de grupos
funcionais organicos, principalmente amostras que contém elevados niveis de
proteinas (muitas ligagdes N-H) e sodlidos finamente divididos (CAMPESTRINI,
2005).

Pelo exposto, observa-se o aumento atual do consumo de suplementos
alimentares a base de whey protein, principalmente para a estética e para busca
de um estilo de vida saudavel. H4 um descontrole em fiscalizar a qualidade dos
produtos do género, principalmente quanto a precisao e agilidade dos métodos
avaliadores. Assim, o presente trabalho visa propor a espectroscopia de
absorcdo no infravermelho médio como um método de analise alternativo, de
modo a proporcionar resultados rapidos e precisos para a determinagao do teor

proteico de suplementos a base de whey protein.
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2 REVISAO DE LITERATURA

21 O soro do leite e sua composicao proteica

O leite de vaca possui aproximadamente 3,2% de proteinas e entre elas,
80% sao caseinas e 20% soroproteinas. Este percentual pode variar em fungao
da raga do gado, ragdo ou capim composto na alimentagdo do animal, clima do
pais de origem e época do ano em que o leite é produzido, ou seja, estes fatores
representam a influéncia da sazonalidade na produgdao (WALSTRA, WOUTERS,
& GEURTS, 2006).

O soro do leite € obtido principalmente como um co-produto a partir da
concentracado da caseina e gordura, que formam uma massa para a producao de
queijo, sendo composto majoritariamente por agua, lactose, proteinas e sais
soluveis (FOX e McSWEENEY, 1998).

As soroproteinas, conforme ilustrado na Tabela 1, possuem como
principais fragdes a beta-lactoglobulina (B-LG), a alfa-lactoalbumina (a-LA), a
albumina do soro bovino (ASB) e as imunoglobulinas (lg). Possuem estrutura
globular e algumas pontes de dissulfeto, que conferem grau de estabilidade
estrutural (HARAGUCHI; ABREU; PAULA, 2006).

Tabela 1- Quantidade em gramas por litro das principais

soroproteinas no leite bovino.

Soroproteinas Quantidade no leite bovino (g-L™)
Beta-Lactoglobulina 3,2
Alfa-lactoalbumina 1,2

Soroalbumina 0,4

Imunoglobulina 0,7

Fonte: Adaptado de Sgarbieri (2004)
211 Beta-lactoglobulina (3-LG)
A B-LG corresponde a maior porgao proteica do soro (45% a 57%) e

representa aproximadamente 10% da proteina total do leite. E constituida por

162 aminoacidos e apresenta maior teor de aminoacidos de cadeia ramificada
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(BCAA), préximo a 25,1% e massa molecular média variando entre 18,4 kDa a
36,8 kDa (EDWARDS et al., 2009).

Segundo Yada (2004), por ser a proteina de maior porgéo, € responsavel
pela maioria das propriedades caracteristicas dos concentrados proteicos do
soro do leite. Acreditava-se que B-LG era uma proteina exclusiva de leite de
ruminantes, mas descobriu-se que esta presente no leite de outros mamiferos.
Nao esta presente no leite humano, sendo a a-LA a proteina principal do soro
desta espécie (WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006).

A B-LG nao estando presente como componente do leite materno, é
potencialmente considerada como causa de alergia ao leite, porém, devido a
incerteza disso e a variabilidade da resposta do sistema imunolégico humano,
nao existe uma estrutura em particular que possa ser diretamente
responsabilizada pela alergenicidade, deixando todas as proteinas que o
compdem em evidéncia (GARCIA et al., 1998).

212 Alfa-lactoalbumina (a-LA)

A a-LA corresponde a aproximadamente 15% a 25% das proteinas do
soro de leite bovino e é a principal proteina do leite humano (HARAGUCHI,
ABREU; PAULA, 2006). Apresenta massa molecular de aproximadamente 14,2
kDa, considerada pequena e de facil e rapida digestdo. Sua molécula é
constituida de 123 aminoacidos, com grande quantidade de lisina, cistina,
treonina e leucina (FOX e McSWEENEY, 1998).

Contém maior teor de triptofano entre todas as fontes proteicas
alimentares. A a-LA possui como caracteristica ser precursora da biossintese de
lactose no tecido mamario, além de ser capaz de se ligar a certos minerais,
como calcio e zinco, o que pode afetar positivamente a absor¢ao desta proteina
no trato gastrointestinal. A a-LA apresenta atividade antimicrobiana contra
bactérias patogénicas, como, por exemplo, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus e Klebsiella pneumoniae (HARAGUCHI et al., 2006).
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213  Albumina do soro bovino (ASB)

A albumina do soro bovino possui massa molecular de 66 kDa sendo
considerada de alto peso molecular. Correspondendo a 10% das proteinas do
soro, é rica em cisteina, que tem grande importancia na sintese de glutationa,
um antioxidante que contribui para recuperagdao muscular (LANDS, GREY, &
SMOUNTAS, 1999). Possui afinidade por acidos graxos livres e outros lipidios, o
que favorece seu transporte no sangue (HARAGUCHI et al., 2006).

214 Imunoglobulinas (1g)

As imunoglobulinas sao constituidas por quatro tipos diferentes existentes
no soro bovino (IgG, IgA, IgE, IgM), sendo proteinas de alta massa molecular,
com variagao entre 150 kDa a 1000 kDa. Entre as variagdes, a IgM € a mais
abundante no leite bovino, com 80% do total, diferente do leite humano que
prevalece a IgA, correspondendo a 90% (HARAGUCHIi et al., 2006).

215 Caseinomacropeptideo (CMP)

Os CMP possuem baixa massa molecular, com aproximadamente 6,7
kDa. Alguns autores ndo o consideram como um peptideo do soro, por se tratar
de um derivado da hidrélise da kappa-caseina, por agao enzimatica da
quimosina na fabricagédo de queijos. Esta presente no chamado “rennet whey” ou
soro proveniente de coalho. E um peptideo tio rico em aminoacidos essenciais
quanto a B-LG, com aproximadamente 47% destes presentes em sua estrutura
(HARAGUCHI et al., 2006).

216 Outras proteinas que compdem o soro do leite

O soro possui também peptideos secundarios, sendo assim denominados
devido a se apresentarem em pequenas quantidades no leite. Suas subfragcdes
sdo: lactoferrina, beta-microglobulinas, gama-globulinas, lactoperoxidase,
lisozima, lactolina, relaxina, lactofano, fatores de crescimento IGF-1 e IGF-2,

proteases-peptonas e aminoacidos livres (HARAGUCHI et al., 2006). Apesar de
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sua importancia na composigao do leite, ndo serao evidenciados no presente

trabalho.

2.2 Valor nutricional das soroproteinas do leite

As soroproteinas possuem grande valor biolégico, que podem ser
representados em uma escala de acordo com sua absorc¢do, utilizando como
referéncia a proteina do ovo. Existem proteinas que podem superar os 100% do
valor biolégico comparados ao padrdao-ovo e neste cenario, o valor biolégico das
soroproteinas (constituintes do suplemento whey protein) esta entre 106% a
159% desse padrao, demonstrando, assim, sua qualidade em relacdo a outras
proteinas (INMETRO, 2014).

Segundo Antunes (2003) os aminoacidos podem ser divididos em
indispensaveis e dispensaveis. Os aminoacidos essenciais devem ser obtidos a
partir de uma dieta que possa oferecé-los ao organismo, devido a incapacidade
de sintetiza-los. Sao eles: histidina, leucina, isoleucina, lisina, fenilanina,
metionina, treonina, valina e triptofano. Ja os ndao-essenciais sao sintetizados no
organismo a partir de micronutrientes fornecidos principalmente pela absor¢ao
de compostos dos alimentos digeridos. A qualidade das proteinas alimentares
depende da quantidade de aminoacidos essenciais, da sua digestibilidade e
absorg¢ao no organismo, refletindo na eficacia com que o organismo pode utiliza-
las. Assim, o valor bioldgico das proteinas do soro esta relacionado ao excelente
perfil de aminoacidos apresentados, e entre todos que a compdem, grande
quantidade sao de aminoacidos essenciais.

Segundo Yada (2004) é visto que as soroproteinas apresentam elevada
qualidade proteica, comparado com a caseina e a outras proteinas, devido a sua
grande oferta desses aminoacidos, conforme Tabela 2. Elas também possuem
alta concentracdo de aminoacidos de cadeia ramificada como leucina,
isoleucina, valina e aminoacidos contendo enxofre como cisteina e metionina
(WALZEM et al., 2002; MARSHALL, 2004).
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Tabela 2- Comparacao da composicao de aminoacidos entre as

soroproteinas do leite e a caseina

Aminoacido Soroproteinas Caseina
(9-100g™" de proteina) (g-100g™" de proteina)
Alanina 50 3,0
Arginina 2,5 3,5
Acido aspartico 11,5 6,5
Cisteina 3,5 0,5
Acido glutamico 16,0 20,5
Glicina 2,0 1,5
Histidina 2,0 2,5
Isoleucina 6,0 5,5
Leucina 12,5 8,5
Lisina 10,5 7,0
Metionina 2,0 2,5
Fenilalanina 3,5 4,5
Prolina 3,5 10,5
Serina 3,5 6,5
Treonina 4,5 4,0
Triptofano 2,5 1,0
Tirosina 4,0 5,5
Valina 5,0 6,5
Total aminqé.cidos 46,5 39,5
essenciais

Fonte: Adaptado de Yada (2004); Pennings et al.( 2011).

Segundo Sgarbieri (2004) praticamente, todos os aminoacidos presentes
no soro excedem as recomendagdes nutricionais, sendo que a fenilalanina e
tirosina ndo chegam a ultrapassar, mas atendem a quantidade recomendada.

Assim, considerando a elevada quantidade de aminoacidos essenciais € a
qualidade proteica, as soroproteinas podem aumentar o valor nutricional dos
alimentos usados na dieta humana, podendo ser usada diretamente na
preparacdo de concentrados proteicos e na fabricacdo de suplementos com

essa base.
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2.3 Uso de suplementos a base de whey protein

O crescimento significativo da procura e do uso de suplementos
nutricionais ocorreu durante a década de 1990, devido ao aumento da
expectativa de vida e a conscientizacdo da populacdo sobre o estilo de vida
saudavel. Atualmente o crescimento é mais intenso devido a preocupagao com a
estética, saude e envelhecimento. Para isso, se faz necessario uma alimentagao
balanceada nutricionalmente, mas nos dias atuais, a falta de tempo para se
dedicar a uma boa nutricdo proveniente somente pela alimentagdo, contribui
para que seja adotada a suplementagao alimentar (ABENUTRI, 2015).

Segundo dados da Associagao Brasileira de Nutricdo (ABENUTRI, 2015),
o0 mercado mundial de suplementos nutricionais tem um crescimento anual, em
média, de 20% a 25%. De acordo com pesquisas, o mercado mundial em 2007
fechou em US$ 59,8 bilhdes, aumentando para US$ 78,5 bilhdes em 2008, e
US$ 150 bilhdes em 2011. Atualmente, é possivel que esses valores sejam
muito maiores, haja visto o crescimento do mercado de suplementos nos dias
atuais.

O mercado de suplementagdao no Brasil estd em expansdo. Em 2008,
houve um crescimento de 11% no segmento de nutricdo esportiva, considerando
que na época, apenas 5% da populagado consumia este tipo de produto. O setor
de suplementacgdo alimentar atualmente movimenta em torno de US$ 1 bilhdo
por ano no mercado brasileiro, sendo este um faturamento nacional muito alto,
mas em comparagdo ao mercado dos EUA, que movimenta US$ 10 bilhdes por
ano, o mercado brasileiro ainda precisa desenvolver-se muito (ABENUTRI,
2015).

No passado, as empresas especializadas existiam principalmente para
atender aos atletas de alta performance, mas atualmente foram levadas a
incrementar seu portfélio por conta das mudangas nos habitos de consumo da
populagdo em geral. Entre 2009 e 2012, o numero de abertura de novas
empresas do ramo de nutricdo, sendo lojas de suplementos e de produtos
naturais, passou de 323 unidades para 1413 novos empreendimentos, atingindo

uma média acima de 1100 novas lojas ao ano (MIURA, 2014).
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Nas academias, além do foco na musculacdo, o uso de suplementos
alimentares vem se tornando cada vez mais popular entre os praticantes,
destacando-se a preferéncia para o consumo de whey protein. Segundo MIURA
(2014), considerando o volume de vendas dos produtos do segmento nutricional,
60% séo a base de whey protein, puro ou adicionado de outros ingredientes,
confirmando sua prevaléncia. No entanto, apesar da popularizagao e preferéncia
entre os consumidores, o custo do produto é alto, possuindo grande valor

agregado.

24 Processo de produgao do soro do leite

O soro é obtido principalmente durante a fabricagdo de queijos,
considerada como a transformagao dos componentes do leite em um produto de
facil conservagcao, menor volume, alto valor nutricional, sabor agradavel e boa
digestibilidade. Porém, nesse processo ndo ha 100% do rendimento do leite em
queijo, mas sim uma variagao de 8,5% a 20%, produzindo além de queijo, 0 soro
(GIROTO & PAWLOWSKY, 2001), conforme ilustrado na Figura 1.

Leite — Corte ™
¥ , L
Padronizagao da gordura Agitagdo/aquecimento
) J : l >' SORD
Pasteurizagao Enformagem
L ) ) . Y
Adigao de coagulantes Prensagem L
b “
Coagulagdo > Embalagem

Figura 1- Fluxograma simplificado da producgao de queijo e
separagao do soro de leite
Fonte: Leindecker (2011)
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Dois tipos de soro fluido podem ser obtidos na fabricagdo de queijo: o
soro doce e o0 soro acido, que sao obtidos de acordo com o tipo de queijo
produzido. As diferentes composi¢des estéo ilustradas na Tabela 3. Dos tipos de
queijos produzidos, o predominio € dos que derivam o soro doce, provenientes
da manufatura de queijos duros, semi-duros ou macios (Cheddar, Suico,
Provolone, Mugcarela, etc.). Sdo denominados doce, pois a desestabilizagdo das
micelas de caseina é realizada por via enzimatica, obtendo assim soro com pH
ligeiramente menor do que o do leite fresco, variando entre 5,9 a 6,6. O soro
acido é obtido por diminui¢do do pH do leite, com consequente desestabilizagao
das micelas de caseina (ZADOW, 1992).

Tabela 3- Comparagao da composig¢ao de soro doce e soro acido

Componente (%) Soro doce Soro acido
Proteina 0,80 0,70
Lactose 4,90 4,40
Minerais 0,50 0,80
Gordura 0,20 0,04

Agua 93,00 93,50

Fonte: Leindecker (2011)

No soro doce, a agédo das enzimas nao provoca a significativa redugao do
pH, logo os ions calcio sao retidos no queijo, associados as caseinas. A
composicao proteica de ambos os soros € semelhante no que se refere a
maioria das proteinas (RODRIGUES, 2001). A maior parte dos produtos a base
de soro é derivada de soro doce (BALDASSO, 2008).

Por muitos anos, o soro era considerado um problema, sendo que seu
principal inconveniente € o alto poder poluente, representado pela lactose e
proteinas. Possui uma demanda bioquimica de oxigénio que varia entre 30 g e
60 g de O,-L™, dependendo do processo utilizado na producdo do queijo. Em
meédia, cada tonelada de soro n&o tratado despejado por dia no sistema de
tratamento de esgoto, equivale a poluicdo diaria de 470 pessoas (ANDRADE;
MARTINS, 2002). Contudo, o continuo desenvolvimento de tecnologias e a

crescente responsabilidade ambiental por parte da industria, mudaram a imagem
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do soro de efluente para uma valiosa fonte nutricional, tecnolégica e,

consequentemente, de rendimentos (BALDASSO, 2008).

2.5 Separagao por membranas na obtengao de whey protein

Dentre as operagdes unitarias utilizadas para obtengédo de soro em po,
concentrados e isolados proteicos de soro, a tecnologia de separagédo por
membrana, a evaporagdo a vacuo e a secagem em Spray dryer merecem
destaque (ALVES et al., 2014).

A microfiltracao (MF) e a ultrafiltracdo (UF) sdo processos semelhantes
que se baseiam na separagdo por meio da diferenca de tamanho entre as
particulas e o gradiente de pressédo da forgca motriz. Segundo Mulder (1996), a
principal diferenga entre os processos esta na resisténcia hidrodinadmica. A UF
possui uma camada superior mais densa, resultado da utilizacdo de membrana
com menor numero de poros e poros de menor didmetro em sua superficie,
gerando uma resisténcia hidrodindmica muito maior. Assim, o processo de UF
pode ser considerado como intermediario a MF e a nandfiltragdo (NF), com
diametro de poro da membrana variando entre 0,05 ym e 0,001 pm, conforme
ilustrado na Figura 2.

Particulus

Microfiltracdo

. - Macromaldéculas
Ulerafiltracao

i . \glcans
Manofilkracao

Osmose Reversa

Figura 2- Representagdo comparativa das técnicas de separagao por
membranas.

Fonte: Adaptado de Pearson (2015)
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Segundo Fellows (2006) a UF é usada para concentrar ou fracionar
macromoléculas, onde estas sao retidas total ou parcialmente pela membrana,
enquanto as pequenas moléculas atravessam-na livremente. O processo de UF
utiliza como forga motriz a diferengca de pressdo, e sua membrana em
comparagao com as membranas de osmose reversa (OR) e nanofiltracdo (NF)
apresentam uma porosidade maior e retém somente macromoléculas como
proteinas ou coloides, que tém pressdo osmaotica mais baixa.

Os componentes de baixa massa molar como lactose, sais e agua
permeiam por meio da UF. Os processos de NF e OR sdo utilizados para a
separagao de agucares e de sais, respectivamente (FELLOWS, 2006). Segundo
Alves et al. (2014) a tecnologia de separagdo por membranas, em especial a
ultrafiltracdo, € a mais utilizada para recuperar as soroproteinas, devido a
adequacao da massa molecular a escala 6tima de retengao deste processo.

Na UF, o soro pode ser separado em duas fragdes, conforme ilustrado na
Figura 3: (i) o retentado — para producdo de WPC em concentragdes diferentes,
porém com teores de proteina acima de 25%, ou mesmo o WPI com conteudo
de proteina superior a 90% em base sdlida — e (ii) o permeado. O permeado
pode ser evaporado posteriormente para produzir lactose em graus diferentes, e
também durante o processo, € possivel retirar sais, como o fosfato de calcio
(BALDASSO, 2008).
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Figura 3- Representagao esquematica do processo de Ultrafiltragao
Fonte: Baldasso (2008)

Para otimizar o processo de ultrafiltracdo, pode-se utilizar a diafiltracao

(DF). A DF consiste na adigao de agua ou solugao tampao em alguma fase
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durante o processo de concentracdo com objetivo de lavar o retentado e permitir
que os componentes de baixa massa molar melhor se permeiem, e
consequentemente aumentar a purificagdo do retido (Figura 4) (GRADISON &
LEWIS, 1996).

dgua c trado 1
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Concentrado Protéico
Purificado

Figura 4 - Representagao esquematica do processo de Diafiltragao
Fonte: Baldasso, 2008

As industrias que utilizam essa operacao sdo as de alimentos, bebidas,
biotecnolégicas e farmacéuticas com a finalidade de purificar produtos. Em
especial nas industrias lacteas, a diafiltracdo é empregada apos a pré-
concentracdo do soro, permitindo maior separacdo de lactose e sais minerais,
elevando a proporcdo e consequentemente a pureza de proteinas do retido.
ApOs a etapa de concentragao, o retentado é alimentado em secadores obtendo-
se o WPC em pé (YEE et al., 2007). O retentado na sua forma liquida € seco em
spray dryer (Figura 5) obtendo WPC ou WPI, de acordo com o teor proteico apos
a secagem (BALDASSO, 2008). As figuras 6 e 7 ilustram o processo completo
de obtengcdo de WPC com variadas concentracdes, mostrando o processo

simples e o acoplado a DF.
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Figura 5- Esquema simplificado de “spray dryer”
Fonte: Adaptado de LABMAQ (2003)
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Figura 6 - Processo simples de produgao de WPC com 34% a 50% de
teor proteico
Fonte: Adaptado de Smith (2008)
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Figura 7- Processo acoplado a diafiltragao para produgao de WPC
com 50% a 80% de teor proteico
Fonte: Adaptado de Smith (2008)

2.6 Classificacao dos concentrados proteicos do soro

Apds o processamento, o soro pode se apresentar de trés formas: soro
concentrado, soro seco e soro modificado. O soro concentrado € a substancia
obtida pela remogao parcial da agua, deixando todos os outros constituintes na
mesma proporg¢ao relativa ao soro original, enquanto que o soro seco ou em pé
difere pela remogéo quase total da agua. Ja o soro modificado constitui uma
classe de produtos obtidos por varios processos e procedimentos, onde se inclui
os concentrados proteicos (BOSCHI, 2006).

Os WPC e WPI sao classificados de acordo com sua concentracdo de
proteinas. Segundo Antunes (2003) os concentrados proteicos do soro do leite
sao obtidos pela remocédo dos constituintes nao proteicos de tal modo que o

produto final seco contenha, pelo menos, 25% de proteina. Em geral, o teor
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proteico dos concentrados varia entre 29% a 89%, sendo os WPC comumente
apresentados com concentracédo de 65% a 80% de proteinas e os WPl com
valor superior a 90% (em base seca) (TUNICK, 2008). Alguns produtos

derivados do soro de leite sdo mostrados na Tabela 4.

Tabela 4- Composigao de alguns derivados de soro de leite

Produto Proteina Lactose Gordura Sais Umidade
(%) (%) (%) (%) (%)
Soro em poé 10a15 63a75 1,0a15 82a88 1,0a20
WPC 35 34 a 36 46 a 52 30a45 65280 3,0a4,5
WPC 50 50 a 52 33a37 50a6,0 75a85 3,0a4,5
WPC 65 63 a 65 20a23 50a6,5 30a70 30a4,5
WPC 80 80 a 82 4a8 40a80 3,0a4,0 3,0a45
WPI >90 0,5a1,0 05a10 20a30 30a45
Lactose - >99 - 0,3 1

Fonte: Adaptado de Baldasso (2008).

Outro produto do seguimento € o concentrado proteico hidrolisado, que é
obtido quando, durante o processamento, as moléculas de proteina sao
hidrolisadas, gerando peptideos menores. E produzido normalmente a partir de
concentrados de soro com teor de lactose reduzido e elevada concentragcéo de
proteina (ANTUNES, 2003).

Sendo suplementos alimentares derivados do soro bastante visados
economicamente, produtores mal intencionados podem vir a utilizar meios ilicitos
para aumento de volume de comercializacdo e, consequentemente, maiores

lucros.

2.7 Fraudes em alimentos

Todos os alimentos possuem caracteristicas especificas no que diz
respeito a composicao quimica, estrutura fisica, caracteristicas nutricionais e
sensoriais, entre outras. Muitos possuem regulamentos técnicos que definem
sua identidade e qualidade, assegurando alimentos genuinos, inécuos e

principalmente seguros aos consumidores. Essas caracteristicas sao
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monitoradas por o6rgaos fiscalizadores que utilizam métodos analiticos de
referéncia para avaliagao qualitativa e quantitativa dos seus componentes e
entre as avaliagcbes a detecgao de fraudes (REISSIG, 2009).

A fraude em alimentos € um pratica antiga e atualmente €& considerada
problema de saude publica uma vez que leva riscos ao consumidor. Essa pratica
tem como objetivo adulterar e/ou falsificar o alimento com a finalidade de
obtencdo de maiores lucros por meio do aumento de volume e do
prolongamento da vida util do produto empregando artificios que infringem a
legislagdo (NASCIMENTO, BELL, ANJOS & FURTADO, 2010).

Dentre os alimentos que com grande frequéncia sofrem com as fraudes, o
leite e seus derivados sao exemplos, com destaque atualmente para os
suplementos alimentares a base de whey protein (SCARLATO et al., 2016).
Recentemente, 6rgaos fiscalizadores indicaram irregularidades significativas na
composicao de varios suplementos proteicos disponiveis no mercado, tornando
o assunto destaque nacional. Foram evidenciados problemas referentes a
qualidade do produto, a dificuldade de fiscalizagdo e o monitoramento de sua
composi¢ao por meio de analises tradicionais (INMETRO, 2014).

Os orgaos de fiscalizagdo utilizam métodos de andlises oficiais, para
quantificar e qualificar os constituintes presentes nos suplementos a base de
whey protein. Como exemplos de métodos utilizados se destacam a avaliagao
do percentual de umidade por secagem direta, o teor gordura por método de
Gerber e teor de proteina por método de Kjeldahl. Tais métodos requerem
equipamentos simples e especificos, de baixo custo, mas exigem longos tempos
de analise, descarte quimico especifico e pessoal altamente treinado,
encarecendo o processo. Além disso, tais analises geram resultados com
subjetividade na leitura. Atualmente uma alternativa que auxilie a avaliagcédo
analitica €& a aplicacdo de metodologias utilizando analises fisicas
espectroscépicas (BRASIL, 2006).

Este campo de estudo vem contribuindo muito para o desenvolvimento
de métodos analiticos rapidos, de baixo custo, fornecendo informagdes
importantes e até mesmo inovadoras. Como exemplos de aplicacdo pode-se
citar Vieira et al. (2015) que aplicaram a espectroscopia no infravermelho médio
para deteccao de fraudes com soro de leite adicionado a leite cru, e concluiram

que € um método eficaz e possui vantagens ao se comparar com meétodos
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tradicionais. Ven et al. (2002) também utilizou a espectroscopia na regidao do
infravermelho médio para qualificar propriedades funcionais em amostras de
whey e caseina hidrolisada, concluindo que o método foi eficiente para o objetivo
proposto e que as informacgdes fornecidas pela espectroscopia foram além do

que os métodos tradicionais podiam oferecer.

2.8 Meétodos Oficiais utilizados na analise de alimentos

281 Determinagao de umidade por secagem direta em estufa

Os alimentos possuem umidade em sua composig¢ao estrutural em alta ou
baixa proporc¢ao, de acordo com o método de industrializagdo a que se tenham
sido submetidos. Normalmente essa umidade € representada pela agua contida
e pode ser classificada em: agua livre, presente nos espacgos intergranulares e
entre os poros do alimento, mantendo as propriedades fisicas e servindo como
agente dispersante para substancias coloidais, e como solvente para compostos
cristalinos. A &agua livre é facilmente evaporada e retirada da estrutura. Agua
absorvida esta fracamente ligada a superficie de macromoléculas (amido,
pectina, celulose e proteinas) por forcas de Van der Waals e pontes de
hidrogénio, e por isso é retirada com um pouco de dificuldade. Agua de
hidratagcdo ou agua ligada esta quimicamente vinculada com outras substancias
do alimento e ndo € eliminada na maioria dos métodos de determinacédo de
umidade (INSTITUTO ADOLF LUTZ, 2004).

A analise de umidade corresponde a perda de massa sofrida pelo produto
quando aquecido em condigdes nas quais a agua e removida. Esse método se
baseia no aquecimento direto da amostra em estufa a 105°C onde o residuo
obtido € chamado de residuo seco ou sdlido total (BRASIL 2006).

282 Determinagao de gordura pelo método de Gerber

Esse método € o mais empregado para determinagao de gordura em leite

e derivados, onde a leitura é realizada diretamente em escala presente na
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coluna do dispositivo chamado de Lactobutirometro de Gerber. (INSTITUTO
ADOLF LUTZ, 2004)

Baseia-se na separagdo e quantificacdo da gordura por meio do
tratamento da amostra com acido sulfurico e alcool isoamilico. O acido reage
com a matéria organica, digerindo as proteinas que se encontram ligadas a
gordura e rompendo glébulos. Com isso, diminui-se a viscosidade do meio,
aumenta-se a densidade da fase aquosa e funde-se a gordura liberada. A
liberagdo de calor proveniente da reacao favorece a separagao da gordura pelo
meio extrator (alcool amilico) e a leitura é feita direta na escala do butirdbmetro

apos centrifugagao e imersao em banho-maria (BRASIL 2006).

283 Teor de nitrogénio e proteinas totais por método de Kjeldahl

A anadlise de proteinas em amostras foi proposta por Kjeldahl no século
XIX pela determinagao do nitrogénio total e correlagao indireta. Atualmente com
poucas modificagdes, ainda € muito usado para essa finalidade, sendo
considerado o meétodo oficial por muitos 6érgéos fiscalizadores em diversos
paises, inclusive no Brasil (GALVANI & GAERTNER, 2006).

O método se baseia em 3 etapas. Na primeira, ocorre a decomposicao da
matéria organica por digestdo a 400°C em presengca de acido sulfurico
concentrado e de catalisador sulfato de cobre. Nessa etapa a matéria organica
presente na amostra é transformada em aménia (NH3), que reage com o acido
sulfurico (H2SO4) e o sulfato de cobre, formando o sulfato de aménio
((NH4)2S04), conforme Figura 8.
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Figura 8 - Reagao quimica na etapa de digestao

Fonte: Galvani e Gaertner (2006)

Na segunda etapa, é realizada a destilagdo do nitrogénio por arraste a
vapor em equipamento apropriado. Nessa etapa, o sulfato de amobnio é tratado

inicialmente com hidréxido de sédio (NaOH) em excesso, ocorrendo a liberagéao

de aménia (NHs), conforme Figura 9.

(NH),SO, + 2 NaOH o2 NH;OH - Na,SO,

NHOH > NHs + HO

Figura 9- Reagao quimica na etapa de destilagao

Fonte: Galvani e Gaertner (2006)

A aménia que desprende na reacao € coletada em um frasco contendo
acido bérico (H3BO3) com indicador. A medida que ocorre a destilacdo, ha a

formacgao do borato de aménio (NH4H2,BO3), conforme Figura 10.

HzBOs + NHs NH4H2BOs

Figura 10 - Reacao quimica na etapa de destilagao

Fonte: Galvani e Gaertner (2006)
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Na terceira e ultima etapa do processo, o borato de aménio é titulado com
uma solugdo padrdao de acido cloridrico (HCI) de titulo conhecido, conforme
Figura 11. O processo deve ser realizado até a alteragdo da cor do indicador
(viragem) e volume gasto de titulante sera usado no calculo do teor de

nitrogénio.

NH4Hz2B02 + HCI —» H3BOz: + NH4ClI

Figura 11 - Reagao quimica na etapa de titulagao

Fonte: Galvani e Gaertner (2006)

Ao final dessas etapas obtém-se o teor de nitrogénio total por meio de
calculos matematicos. Na determinacédo da proteina bruta, multiplica-se o valor
do nitrogénio total encontrado por um fator que converte o nitrogénio em
proteina. O fator de converséo representa a quantidade de nitrogénio presente
na amostra analisada, onde se pode variar em determinados tipos de amostras
(INSTITUTO ADOLF LUTZ, 2004).

29 Espectroscopia na regidao do Infravermelho

A Espectroscopia é definida como o estudo da radiacdo eletromagnética
com a matéria, sendo um dos seus principais objetivos o estudo dos niveis de
energia de atomos ou moléculas. Trata-se de um método n&o invasivo e nao
destrutivo de amostras, e entre as espectroscopias mais comuns pode-se
destacar as rotacionais, vibracionais e eletrbnicas. A radiacdo vai de
radiofrequéncias aos raios gama, e entre elas estdo as regides ultravioleta,
visivel, infravermelho e micro-ondas, sendo que e a matéria se organiza numa
grande variedade de formas (Tabela 5). Normalmente, as transi¢cdes eletrénicas
sao situadas na regidao do ultravioleta e visivel, as vibragbes moleculares na
regidao do infravermelho e as rotagbes moleculares na regido de micro-ondas
(ANJOS, 2016; BUENO, 1989).
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Tabela 5- Divisao e caracteristicas das regides de importancia do

espectro eletromagnético

>12800 cm™  12800-4000 cm” 4000-200 cm™  200-100 cm™ <100 cm™

Visivel e Infravermelho Infravermelho Infravermelho Micro-ondas
Ultravioleta Préximo Médio Longinquo
Transi¢des Vibracdes Vibracdes Vibragdes Rotacdes
Eletronicas Moleculares Moleculares Moleculares Moleculares

Fonte: Adaptado de Bueno (1989) e Hooler et al. (2009)

A regido do infravermelho esta situada entre as regides do visivel e as
micro-ondas e se dividem em infravermelho proximo (NIR, “near infrared”),
infravermelho médio (MIR, “middle infrared”) e infravermelho longinquo ou
distante (FIR, “far infrared”), conforme ilustrado na Figura 12 (HOOLER et al
2009).

780mm 10°nm
Raios| Ultravioleta | Vis INFRAVERMELHO Microondas Radiofreqiiéncias
=
NIR MIR FIR

Figura 12 — Divis6es da regido do Infravermelho

Fonte: Adaptado de Sotelo (2006)

As energias vibracionais e rotacionais s&do atribuidas pelo fenébmeno de
deslocamento dos nucleos atdmicos, onde os atomos que constituem a molécula
nao possuem uma estrutura rigida havendo movimentagdo constante (Figura
13).
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Figura 13 - Diferentes tipos de vibragoes de deformacao

Fonte: Bueno (1989)

Os diferentes tipos de vibragdes sao definidos como: (a) vibragdo de
estiramento simétrico, (b) vibragdo de estiramento assimétrico, (c) vibracdo de
deformagéo tipo tesoura (scissoring), (d) vibragao de deformagao tipo oscilagao,
rotacao, (e) vibracdo de deformacgao tipo balanco (wagging), (f) vibragdo de
deformagéo tipo torgao (twisting), (g) vibracdo de deformagao no plano e (h) fora
do plano (BUENO, 1989).

Os espectros de infravermelho sdo obtidos por meio da energia absorvida
pela amostra a cada comprimento (ou numero) de onda quando aplicado feixe
luminoso intenso, monocromatico e coerente (laser). Os espectros tem carater
de transmissdo ou absor¢do e identificam ligagdes quimicas presentes na
amostra (ANJOS, 2016). A energia absorvida €& convertida em energia
vibracional por ndo possuir poténcia energética suficiente para causar transigées
eletrénicas (MEDEIROS, 2009).

Quanto mais ligagbes quimicas possuir a amostra analisada, mais
complexa sera a interpretacdo dos espectros obtidos, em virtude da grande
quantidade de informacdes fornecidas pelo método. Tal caracteristica indica
capacidade em fornecer informagdes relevantes ao se analisar matrizes

organicas como amostras de alimentos (ANJOS, 2016).
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291 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Albert Abraham Michelson no final do século XIX construiu um modelo de
interferdbmetro e em 1892 Lord Rayleigh correlacionou esse modelo com
espectros utilizando a operacdo matematica denominada transformada de
Fourier. Sendo assim, hoje a base de qualquer espectrdbmetro FTIR é o
interferdbmetro de Michelson (RODRIGUES, 2012).

A insercéo do interferometro de Michelson na espectrofotometria permitiu
maiores resolucdo e qualidade espectral com maior velocidade de varredura e
aquisicdo de espectros, possibilitando confiabilidade e robustez de analises
(LIMA, 2015). Atualmente essa técnica revolucionou a espectroscopia e 0s
equipamentos utilizados em grande maioria s&o baseados nos principios
interferométricos e ndo mais em elementos dispersivos como utilizados na
década de 1970 (MEDEIROS, 2009).

O principio do interferdbmetro de Michelson é representado na Figura 14.

I__l ESPELHO FIXO

50%
l 1 ESPELHO MOVEL
50% e

-

DIVISOR DE

Q- FEIXES / Ll

FONTE DE i 2
RADIACAD =0 5= -’,,-- S=5 S==-h

=

AMOSTRA f“‘" \ \
'fjaza"m / /

- II1|I
% Transforma d’a -"'J IHL
ri
de Fourier —

Interferograma Espectro

Figura 14 — Esquema simplificado do interferdometro de Michelson

Fonte: Adaptado de RODRIGUES (2012)
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Nesse sistema, a radiacao emitida é dividida em dois feixes, cada um
correspondendo a 50% do original no divisor de feixes. Seguindo a
representacdo esquematica na Figura 14, tem-se que um dos feixes segue em
diregao ao espelho de posigao fixa (seta vermelha) no qual reflete de volta para
o divisor (seta azul vertical). A outra metade da radiag&o original segue para o
espelho moével (seta vermelha horizontal), reflete e retorna ao divisor de feixes
(seta azul horizontal). Ao se encontrarem no divisor de feixes, ha uma
defasagem entre os feixes luminosos e, consequentemente, interferéncia
luminosa. Este novo feixe de luz atravessa a amostra e atinge o detector. A
diferenga no caminho percorrido € chamada de atraso e o grafico da intensidade
de radiacdo em fungcdo desse atraso é chamado de interferograma
(RODRIGUES, 2012).

O interferograma contém todas as informacbes fornecidas pelo
espectrdmetro, mas a forma com que elas se apresentam ndo sdo muito uteis
para a espectroscopia e a quimica analitica. Essas informacdes sdo convertidas
em espectros, relacionando as intensidades com as respectivas frequéncias, por
meio da transformada de Fourier. O interferograma é, portanto, formado pela
soma de todas as ondas de diferentes amplitudes e frequéncias que chegam ao
interferbmetro e possui todas as informacbes espectrais da amostra
(CONSTANTINO, 2008).

As configurag¢des experimentais para aquisigdo de espectros FTIR podem
ser feitas de diferentes maneiras, sendo as mais utilizadas a transmisséo,
transflexao e reflexao total atenuada (ATR) (Figura 15) (LIMA, 2015).
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(A) Transmissao (B) Transflexao

Radiacio
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g Substrato
- refletor

g

Substrato transparente

(C) Reflexio total atenuada

J¥ - Onda evanescente
ik

—_—

Acessorio ATR ’

Figura 15 — Configuragoes experimentais para FTIR

Fonte: Lima (2015)

Pode-se destacar a reflexdo total atenuada (ATR) como configuragéo
experimental ideal para analises em alimentos por nao necessitar de substratos
especiais, além de pouco ou nenhum preparo das amostras (pds, sélidas,
pastosas ou liquidas). As amostras sao colocadas em contato direto com o
elemento de reflexdo interna (diamante, por exemplo), possibilitando analises
rapidas e ndo destrutivas (LIMA, 2015).

292 Reflexao Total Atenuada - (ATR)

A ATR geralmente esta relacionada com analises de amostras de dificil
manuseio, utilizada normalmente para se obter espectros no infravermelho de
materiais em pasta, adesivas e em pd que possui dificuldade de ser analisadas
nos métodos de espectroscopia tradicionais. Seu uso vem crescendo, pois &
uma técnica rapida, com aplicacdo em diversos tipos de amostras e com o
minimo de tratamento e preparagdo. Devido a essas caracteristicas, sua

aplicacao é indicada em analises de alimentos (BARTH, 2007).
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O seu principio esta baseado na passagem de um feixe de radiagao pelo
cristal de ATR (que € um meio mais denso que a amostra), atingindo a amostra,
onde ocorre a reflexdo. Podem ser usados os cristais de seleneto de zinco
(ZnSe), germanio (Ge), iodeto de talio (KRS-5) e diamante. A fragao do feixe de
luz incidente que é refletida aumenta conforme aumenta o &ngulo de incidéncia,
e quando excede um determinado angulo critico a reflexdo € completa. A
reflexao interna total ocorre na interface da amostra com o cristal e a radiagao
refletida (onda evanescente), penetra a amostra até uma curta distancia (0,5 pm
a 5,0 ym), sofrendo absor¢ao. A Figura 16 demonstra de forma resumida os
principios da reflexao total atenuada (MEDEIRQOS, 2009).

Amostra em contato
com a onda
evanescente

Amostra ——# /

Cristal ATR —» vvvv ;

Y
g / raio infravermelho
raio infravermelho (saida para o detector)
(entrada)

Figura 16 — Esquema simplificado da reflexao total atenuada (ATR)

Fonte: Adaptado de Perkinelmer (2005)

A intensidade da radiagdao é atenuada devido as multiplas reflexdes ao
longo do comprimento da amostra, sendo essa radiagdo absorvida em
comprimentos de ondas correspondentes as bandas de absorcdo no

infravermelho e assim obtém-se espectros (BARTH, 2007).
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2.10 Quimiometria e analise de dados

2101 Analise de componentes principais

A analise estatistica multivariada vem se tornando uma importante
ferramenta para interpretacdo de dados analiticos, principalmente analise
exploratérias, reconhecimento de padrées e analises descriminantes
(STEPHANI, 2010). Ha diversos métodos para se realizar a analise estatistica
multivariada dentre os quais esta a analise por componentes principais (PCA —
do inglés Principal Component Analysis), que foi descrita inicialmente por
Pearson em 1901 e posteriormente desenvolvida por Hotelling em 1933, usando
com proposito de analisar as estruturas de correlacdéo (HONGYU,
SANDANIELO, & JUNIOR, 2015).

Essa técnica estatistica consiste em transformar um conjunto de variaveis
originais em outro conjunto de variaveis de mesma dimensdo denominadas de
componentes principais. A combinagao linear de todas as variaveis originais séo
independentes entre si e estimadas com o proposito de reter o maximo de
informagdo em termos da variagédo total contida nos dados, visando extrair e
transformar as informagbes de uma tabela convertendo-a em graficos
informatizados (VARELLA, 2008).

A analise de componentes principais tem objetivo de reduzir a quantidade
de dados com a menor perda possivel da informagao e explicar a estrutura da
variancia e covariancia de um vetor aleatorio. Procura-se redistribuir a variacao
observada nos eixos originais de forma a se obter um conjunto de eixos
ortogonais nao correlacionados. A analise multivariada foi desenvolvida para
resolver problemas especificos em diversas areas do conhecimento, como por
exemplo, tratar dados obtidos por meio da espectroscopia no infravermelho
(VARELLA, 2008).

Segundo Stephani (2010), a PCA faz uma aproximagao da matriz de
dados em termos da soma de varias matrizes de posto 1, na qual posto significa

um numero que expressa a dimensionalidade da matriz, visto na Figura 17.
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Figura 17 - Representagao esquematica da decomposig¢ao por PCA

Fonte: Stephani (2010)

A matriz € o produto de dois vetores, escore (score) “t” e peso (load ou

loading) “p” para “a” componentes principais, conforme Equagéo 1, a qual pode
ser simplificada pela Equagao 2 (STEPHANI, 2010).

X=tp tt,p, +..+t p, (Equagéo 1)

X = 1p*
(Equacao 2)

Onde: “X” é o conjunto original dos dados com “n” linhas (amostras) e “m
colunas (variaveis); “T” é a matriz dos scores com “n” linhas e “d” colunas
(numero de componentes principais, novas coordenadas no novo sistema de
eixos); “P” é a matriz dos loadings (informacao do peso de cada variavel original

na formacgao dos novos eixos) com “d” linhas e “m” colunas.

A Figura 18 demonstra a decomposi¢édo dos dados de variaveis espectrais
em escores e pesos, formando o eixo de componentes principais que explica os

dados originais.
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Figura 18 — Principios do PCA; decomposi¢cao de dados em escores
e pesos.

Fonte: Medeiros (2009)

A grande fracdo da variancia é descrita nos primeiros componentes
principais, sendo possivel visualizar os dados pelo grafico dos scores de um
componente contra o outro. O grafico de scores mostra similaridade e as
diferencas entre as amostras e o grafico dos loadings mostra a contribuicdo de

cada variavel para o modelo das componentes principais (STEPHANI, 2010).

2102 Regressao por Minimos Quadrados Parciais

O modelo Regressao por Minimos Quadrados Parciais (PLS - do inglés
Partial Least Squares) é uma técnica quimiométrica de regressdo muito utilizada
internacionalmente para associacdo de espectros de dificil designagdo de
bandas. Em espectroscopia, esperam-se comportamentos lineares sendo que
ruidos e interferentes podem reduzir as informagdes quando se utiliza
calibragdes mais simples, fator que em calibragdo PLS a influencia € minima. E
considerada uma ferramenta extremamente util porque os fatores que causam
sobreposicao em dados experimentais nao influenciam de forma contundente os
modelos de calibracdo. Em calibragbes que relacionam concentragdes e
espectros, o modelo PLS leva em consideracdo a estimativa de erros,

assumindo que esses estdo igualmente distribuidos, enquanto que em outros
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modelos assumem que a concentracao estimada esta livre desses erros,
forcando definir quais variaveis possuem erros associados (MEDEIROS, 2009).

A técnica consiste em uma modelagem que estima simultaneamente os
fatores de sobreposicao de matrizes. As informagdes espectrais (matriz X) séo
correlacionados com as medidas de referéncia ou concentragbes (matriz Y) para
se obter uma relacéo linear. A construcdo do modelo retira informagbes do
conjunto de dados da matriz espectral correlacionando com as informagbes
retiradas do conjunto de dados de referéncia, obtendo o numero de variaveis
latentes (ou fatores) necessarias para essa correlagdo. As variaveis latentes
descrevem a maxima variancia entre as matrizes, o0 que na realidade sao
combinacdes lineares das componentes principais, calculada pelo método PCA
(TAVARES, 2012).

O PLS é muito similar ao PCA, exceto que os fatores sdo escolhidos para
descrever as variaveis na matriz Y (concentracdo) e na matriz X (espectros).
Isso é realizado utilizando as colunas da matriz Y para estimar fatores para X.
Ao mesmo tempo as colunas da matriz X (neste caso, os numeros de onda) séo
usadas para estimar fatores para Y. Para a constru¢ido do modelo de calibracgao,
€ utilizado um numero de variaveis latentes que proporcione o menor erro
possivel de previsdo (TAVARES, 2012).

O modelo de regressao ¢ definida pelas Equacbes 4 e 5:

X=TP+E (Equacgao 3)
Y=UQ+F (Equacgao 4)

Onde, X é a matriz dos espectros; Y a matriz dos valores de referéncia; T
e U sédo matrizes de projecbes de X e Y (também chamados de escores),
respectivamente); P e Q sdo matrizes ortogonais de pesos (chamados loadings);
E e F sdo erros associados com a modelagem de acordo com o PLS. As
decomposicdes de X e Y sdo feitas de modo a maximizar a covariancia entre T e
U.

A eficiéncia dos modelos de calibracdo multivariada pode ser avaliada
pelo calculo dos valores de erro quadratico médio (RMSE — do inglés, root mean

square error) e do erro relativo (RE). O RMSE representa o desvio padrao dos
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erros de previsao, ou seja, quanto menor, melhor sera o erro do modelo. O RE
explica o erro geral do método e quando multiplicado por 100, representa o erro
médio percentual (BASSBASI, et al. 2014; MORGANO, et al. 2007). O RMSE e

o RE sao definidos pelas Equagbes 6 e 7 :

N

Z(yprm' - y:'(y‘érén('m )

RMSE = |-

2

N (Equacgao 5)

RE = 7 A100

(Equacao 6)

Onde “n” representa o numero de amostras do conjunto de calibragdo, “ypre,” € 0

valor estimado pelo modelo € “Yyeferancia” € 0 valor de referéncia.

Para avaliacdo dos modelos de calibracdo e analise da validagao
efetuada & necessario calcular o valor de R? Esse coeficiente informa a
correlagdo entre os valores reais e os preditos pelo modelo, tanto para a
calibragédo, quanto para a validagdo (MEDEIROS, 2009). Quanto mais préximas
forem as curvas de ajuste do modelo (reta de tendéncia), melhor o método. Pode

ser medido por meio da Equacgéo 8:

N

Z (-1 IP?'e’-'l' T E .1 Lr'e eréncia .};
l_ i=1

Z .1 referéncia B .1 m

=

R

(Equacgao 7)

Onde “yn” € o valor médio encontrado para 0 “Yreferancia’ -
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Para o modelo proposto é necessaria sua validagdo comparando os
valores obtidos por experimentos aos previstos. Para isso, um teste muito usado
para indicar a qualidade do modelo € a validagao por conjunto de testes ou
também denominada validagcdo externa. Para a constituicdo do modelo, dois
conjuntos de dados independentes sao separados, um para calibracdo do
modelo, e outro para validagdo. As propriedades previstas no conjunto de
validagdo sao entdo comparadas com as propriedades obtidas
experimentalmente e o erro de previséo é calculado (MEDEIROS, 2009).

A espectroscopia no infravermelho € amplamente utilizada para analises
de amostras organicas, principalmente de alimentos. Essa técnica em
associagao ao método PLS é bem indicada para avaliagbes quantitativas em
amostras, sendo uma ferramenta bem adequada e viavel para se utilizar em
analises rotineiras onde se necessita de rapidez de resultados, minimo de
tratamento das amostras e em alguns casos necessidade de técnica nao
destrutiva (TAVARES, 2012).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi usar a Espectroscopia no Infravermelho
Médio com Transformada de Fourier (FTIR), acoplado a Reflectancia Total
Atenuada (ATR), para uma caracterizagéo rapida e nédo destrutiva de amostras
de WPC em diferentes concentracdes proteicas a partir da substituicado do WPC
por SLP.

3.2 Objetivos especificos

e Caracterizar as composigdes fisico-quimicas (umidade, gordura,
lactose e proteina) das amostras de WPC e SLP (amostras matriz) e
avaliar sua qualidade para uso como base de referéncia;

e Preparar amostras de WPC dopadas com SLP, simulando diferentes
concentragdes proteicas;

¢ Quantificar os teores de proteinas pelo método de Kjeldahl;

e Utilizar a PCA para caracterizar as dopagens a partir das semelhancgas
entre seus espectros FTIR;

e Utilizar o método de minimos quadrados parciais para a previsao
quantitativa simultanea do teor de proteina e a quantidade em gramas

de WPC ou SLP adicionados a amostra (de um total de 109).
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4 MATERIAL E METODOS

O WPC e SLP utilizados foram produzidos e disponibilizados pelo
Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Vigosa,
Minas Gerais, Brasil. Analises preliminares para caracterizacdo dos produtos
desidratados WPC e SLP foram realizadas utilizando métodos oficiais de
analise, tomando como referéncia a Instrucdo Normativa n° 68, de 12 de
Dezembro de 2006, do Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento.
Analises de umidade, gordura e proteina total foram a base de avaliagdo da
qualidade das matérias-primas (amostras matriz). Os ensaios analiticos foram
feitos nos laboratérios: Lab Caseus Consultoria LTDA, situado em Leopoldina,
Minas Gerais, Laboratério de Analise de Alimentos do Departamento de Nutricao
da Universidade Federal de Juiz de Fora, Centralbio — Faculdade de
Farmacia/UFJF e Laboratério de Pesquisa do Instituto de Laticinios Candido
Tostes/EPAMIG.

41 Analises preliminares de WPC e SLP

411 Determinagao de umidade

Inicialmente foi pesado em capsula de porcelana, 10g de areia purificada
e adicionado a mesma um pequeno bastdo de vidro. Os conjuntos capsula de
porcelana, areia e bastdo usados nas analises, em duplicata, foram colocados
em estufa a 102° C £ 2° C durante 1h e esfriados em dessecador. Logo apos,
foram cuidadosamente pesados utilizando uma balancga eletrénica analitica, na
qual pesou-se aproximadamente 5g de cada matéria-prima (denominacéo para
massa inicial na Equacgao 8). Esse procedimento foi realizado separadamente a
cada amostra.

Em seguida, os conjuntos foram direcionados a estufa previamente
regulada e deixados por 2h em aquecimento constante. A primeira leitura de
massa foi feita apds esse tempo e o procedimento foi constituido de retirada das
capsulas e transferéncia para dessecador para esfriamento, seguido de

pesagem.



53

O conjunto foi colocado novamente na estufa mantendo a regulagem de
temperatura, porém as proximas pesagens foram feitas em intervalo de 30
minutos até que o valor medido na balanga se mantivesse constante entre
pesagens sucessivas. O calculo do teor de umidade foi realizado, portanto,

utilizando a Equacéo 8.

Equacao 8 — Calculo do teor de umidade da amostra

OoOoO0 OO0 oooooooo (El) — (EIDDDD |:||:||:||:||:|)(|:|)

o % = x 100

CO000 0000000 OO0 OC0oo0oo (l:l)

412 Determinagao de gordura pelo método de Gerber

Foi adicionado cuidadosamente 10 mL de solu¢do de acido sulfurico (de
densidade 1,820 gomL™ a 1,825 g-mL™" a 20°C) em butirémetro apropriado para
leite em po (Teichert) da marca Gerber. Em sequéncia, adicionou-se 10 mL de
agua, aproximadamente 2,5 g da amostra matriz e, por fim, 1 mL de alcool
isoamilico. Em seguida limpou-se o gargalo e vedou-se o butirbmetro.

Esse conjunto foi envolvido com toalha, agitado vigorosamente e levado
para centrifugacdo por 5 minutos, a 1300 rpm, em centrifuga de Gerber. Logo
apos, foram colocados em banho-maria a 65°C por 3 minutos para leitura direta

do teor de gordura na escala da propria vidraria.

413 Determinagao de lactose por sistema HPLC

A lactose foi determinada utilizando o sistema de cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC) modelo Empower3™ (Waters®; Milford, MA, USA)
equipado com detector de indice de refracdo 2414 (Waters®) para sistemas
modulares, um sistema de bomba binaria 1525 e coluna Waters® XBridge
Amide (3,5 mm x 4.6 mm x 150 mm). Os experimentos foram realizados de
acordo com Neves et al. (2017) usando fase movel composta por acetonitrila e

agua (75:25) e 0,2% de trietilamina sob fluxo isocratico de 1,0 mL-min™". Todos
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os ensaios foram realizados em duplicatas com um volume de inje¢cdo na coluna
cromatografica de 20 pyL. Os dados obtidos foram processados utilizando o
software Waters® Empower3™.

Foi necessario preparar a amostras para que os possiveis interferentes
fossem removidos, mantendo o analito intacto. O método de preparacao utilizado
foi caracterizado por uma precipitagao controlada usando uma solugao a 24% de
acido tricloroacético (TCA) (NEVES et al., 2017). Uma massa conhecida de cada
amostra de po foi pesada e diluida com agua deionizada. Uma aliquota (10 mL)
foi transferida para um baldo volumétrico (volume final de 50 mL), e adicionou-se
10 mL de solucdo de TCA a 24% sob agitacdo constante e o volume foi
completado com agua deionizada. A amostra foi filtrada em um filtro qualitativo
de papel. Antes da injecdo, a amostra foi novamente filtrada usando uma
membrana filtrante de nylon com tamanho do poro 0,45 pm. Todas as amostras
apresentaram um fator 5 de diluicdo, que foi considerado no final calculo do teor

de lactose.

4.2 Preparo das amostras dopadas

O universo amostral foi constituido de 2 amostras das matérias-primas
puras sendo elas WPC e SLP e 36 amostras de pés de WPC com porcentagem
diferente de substituicdo por SLP. Os niveis de reposi¢cao foram de 0% a 100%,
com substituicdo progressiva de aproximadamente 2,5% (m- m™') de WPC por
SLP.

Para cada amostra, os pdés foram pesados em balanca analitica e
misturados com um peso total de 10 g, sendo a mistura homogeneizada
vigorosamente (por vortex) durante cinco vezes durante dois minutos. Aliquotas
de 250 mg de cada uma das 38 amostras foram retiradas, pré-homogeneizadas
com gral e pistilo e posteriormente submetidas a prensa para a formagao de
pastilhas para analise. Foi utilizada uma prensa hidraulica automatica, (Atlas ™
Power Hydraulic Press T25, SPECAC INC, Fort Washington, PA, EUA)
configurada para pressao equivalente a 3 toneladas por 3 segundos de

prensagem, para criar uma pastilha com aproximadamente 1 cm de didmetro e
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espessura de 1 mm. As pastilhas foram analisadas posteriormente utilizando

espectroscopia FT-MIR-ATR em triplicata.

4.3 Teor de proteina bruta

Foi utilizando o método de Kjeldahl como referéncia para medir o teor de
proteinas nas amostras. O método foi estabelecido como método oficial de
analise pela Association of Official Analytical Chemists International (AOAC) e
adotada pela Instrugdo Normativa n° 68, de 12 de Dezembro de 2006 — MAPA
(BRASIL, 2006). A metodologia utilizada foi realizada baseada em Instituto Adolf
Lutz (2004).

Para determinar o teor de nitrogénio total e proteinas, utilizou-se sistema
composto por bloco digestor Novatecnica modelo NT 420, destilador
Novatecnica modelo NT 420 e bureta digital eletrénica Kasvi modelo K3-0050.

As 38 amostras constituiram-se de pds solidos finamente divididos. Para
uma melhor abertura das amostras no sistema Kjeldahl foram diluidas em
solucdes a 5% (m-v'). Em balanca analitica (marca Shimadzu, modelo ATX
224), foi pesado aproximadamente 1g das amostras, que foram transferidas para
baldes volumétricos de 20 mL e diluidas com agua purificada até completar o
menisco. Posteriormente, foram homogeneizadas vigorosamente com vortex
durante 2 minutos até total dissolugéo.

Aliquotas das solugbes com volume aproximado de 2 mL foram
transferidas para microtubos de Kjeldahl, juntamente com 1,5 g de sulfato de
potassio p.a. e 0,1 g de sulfato de cobre p.a., pérolas de vidro e 3 mL de acido
sulfurico p.a.. Todas as solugcbes de amostras foram preparadas nos tubos em
duplicata totalizando 76 tubos de amostras com reagentes e 2 tubos contendo
somente os reagentes e agua destilada, representando o branco amostral.

Em bloco digestor com capacidade para 40 microtubos, a matéria
organica das amostras foi decomposta e digerida em duas etapas, devido a
capacidade do equipamento. Em capela de exaustéo, a temperatura de digestéao
foi alterada gradativamente até aquecimento a 400° C, e assim se manteve até

total digestdo, onde o nitrogénio presente nas amostras foi transformado em sal
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amoniacal, percebida por mudancga de coloragcido do conteudo do tubo de preto
(inicial) para um tom leve de azul translucido.

Apos digestao, os 78 tubos contendo material digerido foram destilados
em coluna de destilagdo de nitrogénio, onde a amoénia é liberada do sal
amoniacal pela reagcdo com hidréxido de sédio e capturada em frasco
erlenmeyer contendo 10 mL de solugdo de acido bérico 4% (m-v'') adicionado
de indicador misto de cor roxa (vermelho de metila e azul de metileno). O
equipamento possuia capacidade para um tubo por vez. Nessa etapa utilizou-se
15 mL de solugdo de hidréxido de sédio a 35% (m-v™') para cada processo de
destilacao.

O destilado de borato de aménio captado foi titulado com solugao
volumétrica de acido cloridrico 0,05 M até ponto final, indicada por mudanga de
cor verde para roxa.

Possiveis interferéncias e erros de analise foram retirados realizando
juntamente as amostras, duas provas em branco, utilizando-se agua destilada.

Os volumes gastos na titulagdo foram anotados e por meio de calculo
matematico a partir da Equacéo 9 pode-se obter o teor de nitrogénio total (%NT)
contido nas amostras. Para a conversao de %NT em percentual de proteinas foi
aplicada a Equacao 10, utilizando o fator de conversao 6,38 que ¢é indicado para
fontes proteicas de origem lactea (INSTITUTO ADOLF LUTZ, 2004).

Equacgao 9 — Calculo do teor de nitrogénio total

oo-—oo .03

poe * OO0 '1,4
O

oOoooooo

%noo =

Onde:

% NT — teor de nitrogénio total na amostra, em percentagem;

Va — volume da solugao de acido cloridrico gasto na titulagdo da amostra, em
mililitros;

Vb — volume da solugéo de acido cloridrico gasto na titulagdo do branco, em
mililitros;

M — Concentragdo do HCI (mol-L™);

Fc — fator de correcao para o acido cloridrico 0,05 moI-L'1;
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m — massa da amostra (em gramas).

Equacgao 10 — Calculo do teor de proteina bruta

%PB =%NT X Fator, teina

Onde: %PB — teor de proteina verdadeira; %NT- teor de nitrogénio total

4.4 Obtencao dos espectros e tratamentos de dados

O processo completo de obtencdo de espectros e tratamento dos dados
foi realizado da seguinte forma: (1) aquisicdo de dados espectrais das amostras
no FTIR-ATR MIR; (2) pré-processamento de dados (mudancga de linha de base)
para eliminar ruidos de fundo do ambiente; e (3) analise estatistica por meio da
PCA e criagdo de modelos de calibragédo PLS usando um conjunto de amostras
com concentracdes conhecidas obtidas por métodos adequados de referéncia; e
(4) validagao dos modelos usando outro conjunto de amostras nao utilizadas no

conjunto de calibragao.
441 Espectroscopia FT-MIR-ATR

Os espectros MIR foram registrados em um espectrofotometro FT-MIR
(Bruker, modelo Vertex 70), com acessoério ATR e software OPUS 6.5, do
Laboratério de Espectroscopia de Materiais, no Departamento de Fisica da
UFJF. Os espectros foram coletados a partir de 64 varreduras no modo de
absorbancia no intervalo de 4000 cm™ a 400 cm™ com uma resolucdo de 4 cm’
', As andlises foram realizadas a temperatura ambiente (20°C), e o background
(para subtracdo da linha de base) foi coletado antes de cada amostra ser
medida. Todas as medidas foram feitas em ftriplicatas e os dados foram

analisados usando OriginPro 8.0, Minitab 16.1.1 e MS-Excel.
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Devido a ser uma grande quantidade de amostras e estarem preparadas
no formado de pastilha, foi adotado um procedimento padrao de analise a fim de
evitar erros analiticos e melhorar a resolugdo de leitura. Apdés a analise do
background, as pastilhas foram organizadas de acordo com o teor de dopagem e
cada pastilha foi posicionada sobre o cristal de diamante certificando sua
cobertura total. Uma leve pressado foi feita em cada pastilha para que se
obtivesse o maximo de contato com a superficie do diamante. Essa presséao foi
feita utilizando uma estrutura apropriada (anvil) que faz parte do equipamento, e
a forga aplicada foi padronizada para cada amostra, seguindo as instru¢des de
uso do equipamento. Apds esses procedimentos, as leituras foram feitas
seguindo as etapas e procedimentos de uso do software Opus e de
armazenamento dos dados. Apds a certificagdo do armazenamento, a pressao
do anvil sobre a amostra foi aliviada e cuidadosamente a pastilha lida foi
retirada. O mesmo procedimento foi feito para todas as amostras e entre leituras

o cristal foi devidamente limpo utilizando tecido apropriado e alcool isopropilico.

442 Analise estatistica

As diferengas nos valores médios dos grupos foram obtidas por meio da
analise de Variancia (ANOVA). O teste TukeyHSD foi realizado quando foram
obtidas diferencas significativas entre os grupos. Todos os testes estatisticos
foram realizados com 95% de significancia. A analise estatistica foi realizada

usando o software Rstudio v1.0.153.

443  Analise quimiométrica

Analise dos componentes principais (PCA) foi aplicada usando software
Minitab 16.1.1 para caracterizar seis amostras diferentes e seus
comportamentos em relagdo ao aumento das substituicdes de WPC porSLP.

Para prever o teor de proteina e a quantidade em gramas de WPC e SLP
em substituigcdo, foi aplicado regressdo de minimos quadrados parciais (PLS)

usando OriginPro 2015. De acordo com Geladi e Kowalski (1986), a técnica de
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PLS tenta maximizar a covaridncia entre dois blocos de dados (X e Y) e
pesquisa um subespaco de fatores mais congruente com ambos os blocos de
dados. As previsbes PLS foram escolhidas pelo fato de serem geralmente
melhores do que outros métodos de regressdo, como a regressao multilinear
(MLR) (BASSBASI et al., 2014). Neste trabalho, os espectros MIR foram
utilizados como matriz X, enquanto o teor de proteina correspondente de cada
amostra, WPC e o SLP ponderado (10g no total), foram usados como matrizY.
As amostras foram divididas em dois subconjuntos: um para a curva de
calibragdo (27 amostras) e outro para a validagdo externa do modelo (11
amostras). O conjunto de amostras de validagao foi montado entre essas 38, o
que significa que elas nao faziam parte do conjunto de calibragdo (KAYLEGIAN
et al., 2006). Esses numeros para os subconjunto sdo baseados na proporgao
usualmente utilizada para essa anadlise: 70% para o grupo de calibragao (26,6) e
30% (11,4) para o grupo de validagao. A selegdo das amostras de calibragéo e
validagcao dentro do intervalo de substituicio entre 0% a 100%, foi feita de forma
aleatéria de modo que abrangesse homogeneamente toda faixa empregada. A
Figura 19 mostra as amostras selecionadas para calibragdo e validagdo do

modelo de predic¢ao.
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Figura 19 - Pontos utilizados para a calibragao e validagao da curva
na regressao PLS.

Para descrever e comparar a performance do modelo, foi utilizada a raiz
quadrada do erro quadratico médio (RMSE), para os conjuntos de dados de
calibracdo e validacdo e o coeficiente de determinacdo (R?) entre os valores
medidos e previstos. Em geral, quanto menor for o valor de RMSE e R? mais
proximo de 1, melhor serdo as previsées do modelo. Os calculos utilizados para
os minimos quadrados parciais (PLS) foram descritos anteriormente (BASSBASI
etal., 2014); (MORGANO et al., 2007).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Conteudo de proteina

Os resultados analiticos preliminares, das matérias-primas de WPC e SLP
estdo descritas na Tabela 6 e foram utilizadas como base de referéncia para os

calculos de substituicdo das amostras.

Tabela 6- Resultados fisico-quimicos das matérias-primas de
referéncia

Teor de Teor de Teor de Teor de

Amostras de , .
referéncia proteina 1 Iactos1e gordur1a umldaQe
total (g-1007) (g-100™) (g9-1007) (g-1007)
SLP puro 11,0+ 0,3 62,3+ 3,3 1,504 46+0,5
WPC puro 82,4 +41 2,7 +0,49 55+0,2 59+0,7

Os resultados fisico-quimicos do teor de proteina total na amostra pura de
WPC (0% de substituicdo), e SLP (100% de substituicdo) e nas diferentes

amostras com substituicao (2,5% a 97,5%) sdo apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7 — Resultados de proteina total nas amostras avaliadas pelo
método de Kjeldahl
Teor de Teor de - Teor médio de
o . . Média da .
Substituicao proteinas proteinas duplicata proteina total
de SLP em total (g-100™) total (g-100™) (9_200-1) em base seca

) + + 100"
WE U eplcatal  Replicataz  EMo008 {30 0
0,0 80,46 74,63 77,55 82,41
25 70,82 71,83 71,33 75,63
5,0 68,07 67,67 67,87 72,07
7,5 67,06 67,79 67,43 71,53
10,0 65,82 65,82 65,82 69,83
12,5 65,14 65,71 65,43 69,33
15,0 60,10 59,87 59,99 63,80
17,5 57,70 59,93 58,82 62,53
20,0 58,19 58,75 58,47 62,08
22,5 57,35 57,12 57,24 60,75
25,0 56,67 56,62 56,65 60,06
27,5 55,44 55,38 55,41 58,73
30,0 53,53 53,65 53,59 56,81
32,5 51,96 52,31 52,14 55,26
35,0 50,95 51,34 51,15 54,17
37,5 48,26 48,78 48,52 51,45
40,0 48,53 48,76 48,65 51,47
42,5 47,14 47,30 47,22 49,95
45,0 45,06 44,61 44,84 47 47
47,5 43,21 43,15 43,18 45,71
50,0 41,41 41,36 41,39 43,82
52,5 41,13 40,68 40,91 43,24
55,0 39,00 38,60 38,80 41,04
57,5 37,48 37,82 37,65 39,79
60,0 34,29 34,73 34,51 36,55
62,5 34,45 34,45 34,45 36,39
65,0 32,71 32,55 32,63 34,48
67,5 30,58 30,81 30,70 32,44
70,0 28,56 29,12 28,84 30,49
72,5 27,44 28,17 27,81 29,36
75,0 27,89 27,50 27,70 29,15
77,5 25,76 26,20 25,98 27,33
80,0 22,73 22,67 22,70 23,96
82,5 21,55 21,55 21,55 22,71
85,0 19,13 19,64 19,39 20,44
87,5 18,46 18,52 18,49 19,45
90,0 16,95 16,83 16,89 17,75
92,5 15,48 15,54 15,51 16,27
95,0 14,42 14,36 14,39 15,06

97,5 12,96 13,69 13,33 13,89
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100,0 10,77 10,38 10,58 11,05

O teor de proteina em base seca das amostras avaliadas € mostrado na
Figura 20A, juntamente ao desvio padrdo e um ajuste linear com R? =
0,9953. A Figura 20B demonstra a diminui¢gdo no teor de proteina para cada
substituicao de 2,5% de WPC por SLP.
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Figura 20: (A) Porcentagem do teor de proteina em WPC puro (0%
de substituicao), SLP puro (100% de substituicdo) e a cada amostra
substituida em base seca. (B) Diferenga no teor de proteina para cada
substituicao de 2,5% de WPC por SLP.

Na Figura 20B, pode-se observar que a cada substituicdo de
aproximadamente 2,5% do WPC houve uma diminuicdo média no teor de

proteina da mistura de 1,79% (linha horizontal vermelha).
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De acordo com Tunick (2008), uma composigao tipica do WPC é de 65%
a 80% de teor de proteinas e até 21% de lactose em base seca. Com base nos
dados obtidos da caracterizagdo das matérias-primas (SLP e WPC), conforme
Tabela 6, por meio de calculos matematicos, quando se considera apenas o
conteudo de lactose, a adicdo de até 30,7% de SLP em WPC ainda estaria
dentro do limite de 21% estabelecido para tais produtos. No que diz respeito ao
teor de proteina, acima de 24,4% do SLP adicionado ao WPC diluiria o teor de
proteina, extrapolando o limite de 65%.

De acordo com a Tabela 7 e Figura 20A, os valores reais obtidos
analiticamente pelo método de Kjeldahl revelaram teores proteicos abaixo de
65% a partir de 15% de substituicdo. Tal diferenga em relagao ao valor tedrico
calculado (24,4% de substituicdo) € devido a erros intrinsecos do modelo
usado.

Se for considerada uma substituicdo de até 12,5% de SLP em WPC,
conforme mostrado na tabela 7, seria respeitado o limite minimo aceitavel de
65% de teor proteico em base seca, que caracteriza o produto como
concentrado proteico. Ja quando se segue o limite tedrico de 24,4% ao fazer

substituicdo, extrapola-se o teor proteico de 65%.

5.2 Estudo dos espectros FT-MIR para os componentes das amostras

Na faixa espectral estudada 4000 cm™ a 400 cm™ existem numerosos
picos que correspondem as diferentes ligagdes moleculares dos componentes
do leite que interagem com a radiagao Infravermelha. Os picos mais relevantes
foram encontrados entre 3000 cm™ e 2800 cm™, e entre 1800 cm™ a 900 cm™ e
sao apresentados na Figura 21, que mostra os espectros MIR de algumas

misturas analisadas de WPC e SLP.



/L

64

7/
\ amida | —— WPC (puro)
/" —— Adig&o de 20% de SLP
0.20 [ — Adicao de 40% de SLP
}‘ \ —— Adig&o de 60% de SLP
| I‘ Adicédo de 80% de SLP
[ SLP (puro)
| .
2 0.15 relacionado & lipidios |/ \ amida Il
. C=0 estiramento de 1' il | m
2 coo-,.cooH | | /]| / ‘l
S .
— [ |
2 ‘ TR \
‘g 0.10 H C-H estiramento ‘ll ‘.‘ “\‘ ’ I‘r"'\\ \ Relacionado a lipidios
5 CH, | 1 [l N /‘,“ || cH, C=0 estiramento de
@ | [V ] |l ev.  coo- cooH
o) J \ | | ‘J I 8
< ¢ [ J
C-H estirament )“‘ ,«‘ ‘ ;“/ OH estiramento
0.05 }\',\" \ C=0 estiramento
I
”|"
il
j /
0.00 +
T T T T T T T T 1 1

1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000 900

NUmero de onda (cm™)

3000 2900 2800 1700

Figura 21: Espectro FTIR-ATR MIR de amostras de WPC, SLP e

amostras dopadas

As setas identificam os principais picos e o intervalo selecionado de
numero de onda. O WPC e SLP diferem em suas densidades e niveis de
pureza, obtidas

diferentes. Analisando os espectros dos comprimidos feitos de WPC (alta

portanto, as pastilhas podem ter caracteristicas
pureza), foram obtidas bandas bem definidas com altos niveis de absorbéancia
e com ruido de medigao minimo (Figura 21). Ja as amostras de SLP mostraram
niveis mais baixos de absorbancia e em alguns pontos, muitos ruidos. Esse
comportamento pode ser associado a alta pureza do WPC (acima de 65%).

Na producdo do WPC, ocorre inicialmente a concentracdo dos niveis
proteicos do soro e remocao de lactose pelos processos de ultrafiltracdo e
diafiltragdo, e sé entdo, apos atingidos altos niveis de proteina e de redugéo
efetiva no teor de carboidratos, ocorre a secagem por pulverizagdo. Dessa
maneira, a lactose, minerais e outros componentes e impurezas de baixo peso
molecular sdo removidos efetivamente, tornando o produto proteico puro

(JELEN, 2011). O SLP por outro lado contém altos niveis de carboidratos e
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impurezas, o que leva a baixa intensidade e alto nivel de ruido na leitura das
pastilhas.

A Figura 21 mostra que as intensidades de absorg¢ao dos picos foram
maiores no WPC de alta pureza que nas amostras de SLP misturadas e
puras. A ampla faixa entre 3000 cm ™' e 2800 cm " foi atribuida como regigo de
acidos graxos (MOROS et al., 2006). Os picos a 2926 cm™ e 2856 cm™
marcam as vibragdes de estiramento de grupos CH e carbonila de triglicerideos
(RODRIGUEZ-SAONA et al., 2006) e as vibragdes de CH, e CH3; dos grupos
de acidos graxos presentes em produtos lacteos (BOTELHO et al., 2015;
MOROS et al, 2006). Ao trabalhar com queijo, Dufour et al. (2000)
relacionaram esses numeros de onda a presenga de gordura na amostra. Os
autores também atribuiram como gordura um pico em aproximadamente 1750
cm™, que pode estar associado a estiramentos C=0 de grupamentos ésteres
ou acidos carboxilicos, encontrados nos resultados deste trabalho localizados
em 1746 cm™.

A regiao entre 1700 cm™” e 1200 cm™ é uma regiao mista com vibragao
de bandas de acidos graxos, proteinas e polissacarideos. A regiao entre 1700
cm™ e 1500 cm™ foi a que apresentou os picos mais altos e areas integradas
com significantes distingdes entre as diferentes amostras (Figura 21 e Tabela
8). Dois picos principais foram observados: Amida | (C = O, C-N) em 1640 cm”
'e Amida Il em 1550 cm™ (NH, CN), relacionado a ligacdes peptidicas (CO-
NH) (Martin-del-Campo, Picque, Cosio-Ramirez, & Corrieu, 2007; Sun,
Subramanian, & Rodriguez-Saona, 2009). Esses picos estdo relacionados a
concentracado de proteina dentro das amostras. Com niveis crescentes de SLP
nos comprimidos, foi observado de forma bem definida uma tendéncia
decrescente das bandas relacionadas as proteinas, caracterizando a dopagem
no p6 de WPC.

Wang et al., (2015) atribuiram os principais picos centrados em 1640 cm’
'e 1580 cm™ como os responsaveis por diferentes tipos de proteina de soro
(WPC, WPI e hidrolisados (WPH). Na Figura 21 a diminuicdo da intensidade
dos picos de amida | e Il foi observada a medida que o WPC era substituido
por SLP. Como esses picos sao atribuidos as vibragdes de grupos peptidicos
em proteinas, existe uma correlacdo direta dos dados obtidos com o teor de

proteina (Figura 20A).
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Tabela 8: Area sob a curva de regides especificas dos espectros
das amostras mostradas na Figura 20

Area (U. A.)
Amostra OH Amida I Amida IT
(1135-960 cm™)  (1712-1585 cm™)  (1585-1475 cm™)
WPC 2.7 +0.0° 14.7+0.3° 11.7+0.2°
20% 3.3+0.3% 9.9+0.3 8.0+0.3
40% 3.84+0.2% 6.9+0.2° 5440.1°
60% 3.4+0.1% 3.3+0.1 23+0.1¢
80% 1.6+0.4° 0.9+0.1¢ 0.6 +0.2¢
SLP 0.8+0.1° 0.2 +0.0° 0.0 +0.2¢

Letras sobrescritas diferentes indicam diferengas significativas dentro das
amostras na mesma faixa de niumeros de onda.

Finalmente, a regido dominada por picos de polissacarideos esta
localizada em 1200 cm™ e 900 cm™ (EL DARRA et al., 2017; MOROS et al.,
2006), onde o pico em aproximadamente 1080 cm™ é comumente associado
ao estiramento OH de carboidratos como a lactose (EL DARRA et al,
2017; MARTIN-DEL-CAMPO et al., 2007). Em amostras com predominancia de
SLP (60% e 80% de substituicdo e SLP puro), os valores de intensidade de
absorbancia da banda OH sdo quase iguais ou superiores as suas bandas
amidas, devido ao alto nivel de lactose presente em SLP. O indicativo de
dopagem no produto, também pode ser visto por meio da Figura 21 em torno
de 1048 cm™, onde ha uma diferenciagdo no formato do espectro acima de
20% de SLP adicionado. Nota-se um pico em substituicbes acima deste
nivel. Os espectros das segundas derivadas desta regido confirmam este fato
(Figura 22). Assim como neste trabalho, Rein (2012) mostrou espectros
semelhantes entre quatro diferentes proteinas do leite (a-lactalbumina, WPC
80%, WPI e B lactoglobulina), onde a diferenciacdo ocorreu apenas na amostra

WPC, devido a presencga de lactose.
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misturas em diferentes proporgoes

Os tratamentos empregados neste trabalho focaram, em especial, nos
niveis proteicos e picos relacionados a proteina. Apesar da regiao
caracteristica de carboidratos estar inclusa na analise, ndo foi encontrada uma
correlacdo direta com o provavel aumento de carboidratos na amostra, uma
vez que nao foi quantificado. A banda caracteristica do estiramento de OH em
1080 cm™ (lactose), ndo apresentou o comportamento de aumento da
intensidade do pico que a medida que as substituicdes continuaram. A regiao
espectral empregada neste trabalho nao considerou os numeros de onda
abaixo de 900 cm™, que poderiam ser importantes na caracterizagdo dos
carboidratos (Wiercigroch et al., 2017).

Tal comportamento impreciso da regido em torno de 1080 cm™” ja foi
declarado na literatura, com dados inconsistentes. No caso do estudo do leite
humano, Fusch et al. (2015) descobriram que a espectroscopia MIR e NIR
resultou em dados que nao se correlacionaram com a quantificagao de lactose,
com valores de R? atingindo 0,006 e 0,002 para NIR e MR,
respectivamente. Solis-Oba et al. (2011), por outro lado, conseguiu alcangar a
quantificacdo de proteinas e lactose usando a associacdo de FTIR e
quimiometria em soro de leite processado com ultra e nano filtracdes. Em
relacéo aos pds de proteina de soro de leite, Wang et al. (2015) revelou que as

principais diferencgas entre os espectros de WPI, WPC e WPH dependem das
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regides de banda de proteina, onde foi possivel separa-los em grupos por meio
de quimiometria.

A analise PCA foi realizada em seis amostras diferentes para
caracterizar os espectros normalizados de uma variedade de amostras
compreendendo diferentes niveis de substituicbes (Figura 23). Os vetores dos
numeros de onda indicam os pesos (loadings) de cada um deles sobre os
novos eixos das componentes principais. Dessa forma, de acordo com cada
espectro das amostras, os vetores influenciam no posicionamento das
amostras no score plot da PCA de acordo com seus espectros, evidenciando

as similaridades e diferencas entre elas.
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Figura 23. Andlise de Componentes Principais dos espectros de
numero de onda selecionados de seis amostras avaliadas (WPC, SLP,
20%, 40%, 60% e 80%). Biplot contendo o posicionamento dos escores
(score plot) e o peso dos numeros de onda (/loading plot), representado
pelos vetores azuis.

PC1 e PC2 descrevem acima de 90% da variancia total dos espectros,
sendo 71,2% explicado pelo PC1 e 22,3% pelo PC2. Uma clara separacgao foi
obtida com diferengas significativas entre as amostras WPC e SLP. A partir da
Figura 23, pode-se observar uma diferenciacdo entre as amostras de WPC

puro e SLP puro, que estao localizados em extremidades opostas em relagao
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ao PC1. As amostras adicionadas com SLP ficaram distribuidas quase
uniformemente no grafico dos escores entre as amostras puras. As amostras
com os niveis mais altos de WPC (WPC puro, 20% e 40% de substituigdo)
foram posicionadas no lado positivo do PC1, enquanto que as amostras com o
menor conteudo de WPC (SLP puro, 80% e 60% de substituicdo) foram
posicionadas no lado negativo.

Por meio da Figura 23, pode-se estabelecer correlagbes entre os
comprimentos de onda e o peso (influéncia) em relagdo aos componentes
principais. Os principais picos de absorbadncia que contribuem para a
discriminagao entre as amostras sao aqueles relacionados ao teor de proteina,
como os de Amida |, Amida Il, e também a banda relacionada com carboidratos
em torno de 1230 cm™.

Embora PC2 explique 22,3% da variancia total, ele ndo mostra uma
clara correlagéo entre algum componente presente nas amostras com suas
distribuicbes no grafico dos escores. Ao relacionar a Figura 23 com a Figura 21
pode-se observar que PC2 é positivo em numeros de onda com valores de
absorbancia baixos (proximos a zero). A amostra de WPC puro é a unica que
teve influéncia positiva na maior parte do espectro em numeros de onda onde
ambos PC1 e PC2 obtiveram pesos favoraveis.

As amostras de WPC, SLP e a mistura em 80% foram influenciadas
positivamente em relagdo ao PC2 pelos numeros de onda em torno de 2800
cm™ e 3000 cm™. Essa regido apresentou picos bem definidos para lipidios nos
espectros isolados de cada amostra. A regidao entre 1200 cm™ e 1700 cm™, que
sao relacionados principalmente a proteinas, influenciou positivamente, em
relacdo ao PC1, o posicionamento das amostras WPC, 20% e 40%. Esse
comportamento € coerente, pois tais amostras sao as mais concentradas em
proteinas submetidas a esta analise e esse intervalo de absorcdo apresentou
picos intensos e bem definidos indicando mudangas de concentracdo proteica
a medida que as substituicbes aumentavam. A regiao com predominancia de
carboidratos, que esta entre 1200 cm™ e 900 cm™ tiveram influencia negativa
em relagdo tanto ao PC1 e quanto ao PC2, nas amostras de 40% e 60% de
adulteragao. Esta regiao também é responsavel pelo posicionamento negativo
em relagdo ao PC1 das amostras que contém maiores niveis de carboidratos,

mesmo com espectros ruidosos.
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Uma vez diferenciados e encontradas correlacbes entre os diferentes
espectros e as substituicbes realizadas, pode-se criar um modelo matematico

para predizer resultados quantitativos.

5.3 Modelo parcial de regressdao de minimos quadrados (PLS)

Os valores médios da proteina total obtidos pelo método Kjeldahl (em
base seca (Tabela 7)) e os valores lidos na pesagem de WPC e SLP
misturados as amostras foram utilizados para estimar o modelo de regressao
com base nos intervalos espectrais de 3000 cm™ a 2800 cm™ e 1800 cm™ a
900 cm™. Durante a calibragdo do método, utilizando a validacdo cruzada, o
modelo com 15 fatores, ou variaveis latentes, foi o que apresentou os melhores
resultados de previsao.

Os resultados do modelo PLS sdo mostrados na Tabela 9, com valores
de coeficiente de determinacéo (R?), o RMSE e o erro relativo (RE) de ambos
0s conjuntos de dados de calibragao e validacdo. As regressdes de calibragao
e validacdo podem ser visualizadas na Figura 24 com o valor experimental

versus os valores previstos do modelo PLS.

Tabela 9: Modelo PLS relativo a quantificacao de proteina total,
WPC e SLP adicionados (m-m™) nas amostras.

Calibracédo n =27 Validacdo n = 11
Medidas
R* RMSE RE R* RMSE RE
Conteudo de proteina 0,9995 0,417 0,90 0,9820 2,469 4,80
WPC ponderado 0,9999 0,032 0,50 0.9805 0,384 6,00
SLP ponderado 0,9999 0,032 0,60 0.9805 0,384 7,70

Em todos os casos, o coeficiente de determinagdo estava acima 0,98
para ambos os conjuntos de calibragcéo e validagdo. O RMSE de conjuntos de
dados de calibracdo e validagdo foram maiores na predicdo do conteudo
proteico em comparagcdo com os outros, revelando que a maior dispersdo dos

dados foi obtida nesse caso.
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pelo modelo PLS

As diferencas entre a medida real e os valores previstos estdo

representadas nos graficos dos residuos (Figura 25). Em todos os casos, foi

obtida uma distribuigdo aleatéria de dados. Portanto, a distribuicdo dos dados é

homocedastica, sem qualquer tendéncia quanto ao aumento ou diminuigao dos

valores previstos.
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Finalmente, os baixos valores obtidos para RMSE e RE para os
conjuntos de dados de calibragao e validagao, revelaram que o modelo ajustou
bem as medidas experimentais e fez boas previsdes. Além disso, foram obtidas
fortes correlagdes entre os valores previstos e os reais. As curvas de calibragéao
e validagao foram superpostas, com coeficiente de correlagdo com valor
préximo a 1 nos trés casos.

Morgano et al. (2007) ao aplicar espectroscopia no infravermelho
proximo (NIR) juntamente com regressdo por minimos quadrados parciais
(PLS) em analises de determinacdo de agucar total em café, obteve resultados
satisfatorios, concluindo que o0s modelos de regressdao construidos
apresentaram bons desempenhos na quantificacdo e que as principais
vantagens do método proposto quando comparado com o método tradicional
gravimétrico sdo reducado do tempo de analise, pouca manipulagdo das
amostras, diminuicdo de residuos quimicos e reducéo do custo.

Oliveira (2010) fez uso da espectroscopia NIR para determinagéo de
CMP em leites UHT fraudados com soro de leite bovino e concluiu que é
possivel aplicar esse método de forma alternativa para esse fim, sendo
necessario um bom modelo de calibragdo. Além disso, sugere que a regressao
PLS é uma ferramenta quimiométrica eficiente desde que haja um conjunto de
calibracdo com amostras representativas da populacao a ser predita.

Vieira et al. (2015) aplicou espectroscopia no infravermelho médio com
Transformada de Fourier (FT-MIR), juntamente com a técnica quimiométrica do
minimo parcial quadrados (PLS) para determinar a adulteragdo por adi¢cao de
soro de queijo em leite cru e concluiu que o método foi validado e que os
resultados foram satisfatorios para todas as estimativas, com auséncia de erros
sistematicos. Demonstrou ter grande potencial como alternativa para a
quantificacado de soro em fraudes no leite, podendo ser adotada como um
método eficiente para o controle de qualidade.

Os trabalhos citados mostraram coeréncia com resultados deste trabalho
ao se aplicar espectroscopia na regido do infravermelho médio juntamente com
modelo de calibragdo por regressao por minimos quadrados parciais. Para
todos, os resultados foram satisfatéorios para analises qualitativas e
quantitativas de amostras complexas como alimentos e que possui grande

potencial como alternativa aos métodos tradicionais.
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6 CONCLUSAO

A partir deste trabalho, foi possivel investigar a aplicagdo da
espectroscopia no Infravermelho Médio com Transformada de Fourier (FTIR),
acoplado a Reflectancia Total Atenuada (ATR) em analises de amostras de
WPC em diferentes concentragdes proteicas a partir da substituicado por SLP.

As analises preliminares das amostras matriz possibilitou sua avaliagao
fisico-quimica, servindo como base de referéncia para os calculos de
substituicdo de WPC por SLP.

A partir da analise de teor de proteinas pelo método de Kjeldahl foi
possivel determinar a diversidade de concentragcdes proteicas nas amostras
substituidas.

A investigacdo espectral possibilitou a identificagdo das principais
estruturas moleculares das amostras e as faixas de absorgdo que foram
afetadas pelas adulteragdes, diferenciando-as por meio da analise PCA.

Em relagao as previsdes, o coeficiente de determinagao do ajuste global
para a regressao PLS obteve numero elevado, que é considerado 6timo, além
de erros de previsao relativos baixos.

Dessa forma, pode-se concluir que a analise espectroscopica utilizando
o FTIR-ATR tem potencial para caracterizagdo rapida e nao destrutiva das
amostras. Associados a analises multivariadas, os resultados puderam ser
usados na determinagcdo de proteina das amostras e na previsdo quantitativa

em gramas de WPC ou SLP adicionadas.



74

7 REFERENCIAS

ALVES, M. P. et al. Soro de Leite e sua Processibilidade. p.251-278. 2010

ALVES, M. P. et al. Soro De Leite: Tecnologias Para O Processamento De
Coprodutos. Revista do Instituto de Laticinios Candido Tostes v. 69, n. 3, p.
212-226 , 2014.

ANDRADE, R. L. P.; MARTINS, J. F. P.. Influéncia da adigao da fécula de
batata-doce (Ipomoea batatas L.) sobre a viscosidade do permeado de soro de
queijo. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos v. 22, n. 3, p. 249-253 , 2002.

ANJOS, O. Desenvolvimento de metodologias de analise rapidas em
alimentos por espectroscopia de infravermelho. Ill Ciclo de Conferéncias:
Conselho Técnico-Cientifico. , 2016

BALDASSO, c. Concentragao , Purificagcao e Fracionamento das Proteinas
do Soro Lacteo através da Tecnologia de Separagdao por Membranas.
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, 2008. 179 p.

BARTH, A. Infrared spectroscopy of proteins. Biochimica et Biophysica Acta
v. 1767, p. 1073-1101 , 2007.

BASSBASI, M et al. FTIR-ATR determination of solid non fat ( SNF ) in raw milk
using PLS and SVM chemometric methods. Food Chemistry v. 146, p. 250—
254 , 2014. Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2013.09.044>.

BOSCHI, J. R. Concentragao e Purificagao das Proteinas do Soro de
Queijo por Ultrafiltragdo Concentragao e Purificagao das Proteinas do
Soro de Queijo por Ultrafiltragdo. Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, 2006.

BUENO, W. A. Manual de espectroscopia vibracional. McGrawHill, 1989

CARLOS, M. R. E. Avaliagao das Propriedads Funcionais de Hidrolisados
de Proteinas do Soro de Leite. Universidade Estadual de Campinas, 1997.

CONSTANTINO, M. G. Espectroscopia no Infravermelho. Quimica Organica,
volume 3: Curso basico universitario p. 95-137 , 2008.978-85-216-1593-4.

GALVANI, F.; GAERTNER, E. Adequagao da Metodologia Kjeldahl para
determinacgao de Nitrogénio Total e Proteina Bruta. Corumba: [s.n.], 2006.

GIROTO, J.M.;; PAWLOWSKY, U. O soro de leite e as alternativas para o seu
beneficiamento. Brasil Alimentos n. 1, p. 43—46 , 2001.

HA, E., & ZEMEL, M. B. . Functional properties of whey, whey components, and
essential amino acids: Mechanisms underlying health benefits for active people
(Review). Journal of Nutritional Biochemistry, 714(5), 251-258. 2003

HARAGUCHI, F. K.; ABREU, W. C.; PAULA, H. Proteinas do soro do leite:
composicao, propriedades nutricionais, aplicagdes no esporte e beneficios para



75

a saude humana. Revista de Nutricao v. 19, n. 4, p. 479-488 , 2006.1415-
5273.

HONGYU, K.; SANDANIELO, V. L. M.; JUNIOR, G. J. O. Anadlise de
Componentes Principais: resumo teorico , aplicagdo e interpretagéo.
Engineering and Science v. 1, p. 83-90, 2015.

INMETRO. Relatério Final Sobre a Analise em Suplementos Proteicos
Para Atletas — WHEY PROTEIN. [S.I: s.n.], 2014.

INSTITUTO ADOLFO LUTZ. Métodos Fisico-Quimicos para Analise de
Alimentos. 4a. Edicdo. Sao Paulo: Instituto Adolfo Lutz, 2004. 1032p.

LANDS, L C; GREY, V L; SMOUNTAS, A a. Effect of supplementation with a
cysteine donor on muscular performance. Journal of Applied Physiology v.
87,n.4,p. 1381-1385, 1999.8750-7587.

LEINDECKER, G. C. Separagao Das Proteinas Do Soro Do Leite in Natura
Por Ultrafiltragao. Universidade Federal do Rio Grande do Sul, 2011.

LIMA, C. A. CARACTERIZAGAO BIOQUIMICA DE LESOES NEOPLASICAS
VIA ESPECTROSCOPIA DE ABSORGAO NO INFRAVERMELHO POR
TRANSFORMADA DE FOURIER. Autarquia associada a Universidade de Sao
Paulo, 2015.

LUCENA, M. E., ALVAREZ, S., MENENDEZ, C., RIERA, F. A., & ALVAREZ,

R.. Beta-lactoglobulin removal from whey protein concentrates. Production of
milk derivatives as a base for infant formulas. Separation and Purification
Technology, 52(2), 310-316. 2006

MEDEIROS, A. R. B. Uso de ATR / FTIR e FTNIR associado a técnicas
quimiométricas para quantificagcao de aditivos em gasolina automotiva.
Universidade de Brasilia, 2009. 86 p.

MENDES. L. B. Tipos de Suplementos mais utilizados por praticantes de
Musculagado, de uma academia da cidade de Criciiuma - SC. Trabalho de
Conclusao de Curso (Educacao Fisica) [S.I: s.n.], 2012.

MIURA. J. F. N. WHEY PROTEIN: Nacional ou Importado? Uma Analise do
Comportamento do Consumidor. , Dissertacao (MBA em Marketing). Brasilia,
DF: [s.n.], 2014.

MORGANO et al. Determinacao de acucar total em café cru por Espectroscopia
no Infravermelho Préximo e regressdao por minimos quadrados parciais.
Quimica Nova v. 30, n. 2, p. 346-350 , 2007.

NASCIMENTO, W. W. G et al. USO DE MEDIDAS DE CONDUTIVIDADE
ELETRICA PARA A DETECCAO DE ADICAO DE AGUA , CLORETO DE
SODIO E SODA CAUSTICA NO LEITE. Rev. Inst. Latic. “Candido Tostes” p.
11-17, 2010.

NEVES, L. N. O.; CARVALHO, R. G.; AGUIAR, J. A. K;; SILVA, P. H.F.
Alternative method for lactulose quantification in the presence of lactose in milk



76

using HILIC with refractive index detection. Analytical Methods, v. 9, p. 4657-
4662, 2017.

OLIVEIRA, R. R. Aplicacao da espectroscopia de infravermelho préoximo
para a determinagao do caseinomacropeptideo em leite UAT. Universidade
Federal de Goias. Escola de Veterinaria. Dissertagéo (Mestrado). 2010.

PERKINELMER. FT-IR Spectroscopy Attenuated Total Reflectance ( ATR ) .
[S.1.]: Nota Técnica. EUA. , 2005

REISSIG, G. N. Fraudes em Alimentos: Tipos e Detecgdo. Trabalho
académico — Bacharelado em Quimica de Alimentos. Disciplina de Seminarios
em Alimentos. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas. 2009. 38f.

SANTOS, P. M. et al. Utilizacdo da microespectroscopia infravermelha (FT-IR)
para teste de algoritmos estatisticos na diferenciagdo dos micro-organismos
Candida albicans, Candida dubliniensis e Candida parapsilosis. Revista
Brasileira de Engenharia Biomedica v. 28, n. 4, p. 398—409 , 2012.

SCARLATO RC, MIRANDA NGM, COSTA RS, SIMOES KMA, VIDAL IKS,
REGO ECP. Determinacdo do teor de proteinas e carboidratos totais em
suplementos tipo Whey Protein. Rev Inst Adolfo Lutz. Sao Paulo,
2016;75:1701.

SMITH, K. Dried Dairy Ingredient Handbook. Wisconsin Center for Dairy
Research. 2008. Disponivel em:
http://future.aae.wisc.edu/publications/dried_dairy_ingdients.pdf Acessado em:
20 jan 2018

SOTELO, F.F. Aplicagao da espectroscopia de Infravermelho Préximo na
caracterizagcao de petréleo. Simulagdo de uma unidade de destilagao
atmosférica. 2006. 77 f. Tese (Doutorado em Engenharia Quimica).
Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo.

STEPHANI, R. COMPORTAMENTO DE PRODUTOS LACTEOS PROTEICOS
EM DIFERENTES CONDICOES SIMULADAS DE PROCESSAMENTO
TERMICO. Universidade Federal de Juiz de Fora, 2010. 149 p.

TAVARES, K. M. Deteccao de adulteragcao em café riado torrado e moido
por espectroscopia no infravermelho e analise sensorial. Dissertagao
(mestrado) UFLA, 2012. Disponivel em:
http://repositorio.ufla.br/bitstream/1/483/1/DISSERTACAO_Detec%C3%A7%C3
%A30%20de%20adultera%C3%A7%C3%A30%20em%20caf%C3%A9%20riad
0%20torrado%20e%20mo%C3%ADdo%20por%20espectroscopia%20n0%20in
fravermelho%20e%20an%C3%A1lise%20sensorial.pdf Acessado em: 05 fev
2018

TUNICK, M. H.. Whey protein production and utilization: a brief history. In C. I.
Onwulata & P. J. Huth (Eds.), Whey processing, functionality and health



77

benefits (1st ed.). Ames, lowa: Wiley-Blackwell. 2008

VARELLA, C. A. A. Anadlise de Componentes Principais. Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, 2008. 12 p.

VEN, C. V. D et al. FTIR Spectra of Whey and Casein Hydrolysates in Relation
to Their Functional Properties. Journal of Agricultural and Food Chemistry v.
50, p. 6943-6950 , 2002.

VIEIRA, S. M. et al. FTMIR-PLS as a promising method for rapid detection of
adulteration by waste whey in raw milk. Dairy Science & Technology , 2015.
Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1007/s13594-015-0247-0>.

WANG, T., TAN, S. Y., MUTILANGI, W., AYKAS, D. P., & RODRIGUEZ-
SAONA, L. E.. Authentication of Whey Protein Powders by Portable Mid-
Infrared Spectrometers Combined with Pattern Recognition Analysis. Journal
of Food Science, 80(10), C2111-C2116. 2015

WALSTRA, Pieter;, WOUTERS, Jan T. M.; GEURTS, Tom J. Dairy Science
and Technology. 2nd. ed. [S.I: s.n.], 2006. .0-8247-0187-9.

WIERCIGROCH, E. et al., Raman and Infrared Spectroscopy of Carbohydrates:
a review. Spectrochimica Acta Part A: Molecular and Biomolecular
Spectroscopy, Vol. 185, Pp. 317-335, 2017.



