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RESUMO

O presente trabalho tem como objetivo desenvolver metodologias capazes de prever os teores
de diferentes nutrientes em um tipo de alimento enteral industrial utilizando a técnica de
espectroscopia NIR associada a ferramentas quimiométricas. A pesquisa foi realizada através
de uma parceria entre a Universidade da Integracdo Internacional da Lusofonia Afro-Brasileira
(UNILAB) e a industria de alimentos enterais NUTERAL®, no qual foi escolhido um produto
da marca denominado Mix Enteral e a partir da composi¢éo nutricional do produto foi realizado
planejamento experimental de misturas, que resultou em 100 experimentos. Os dados espectrais
foram obtidos em triplicata usando o espectrometro de NIR PerkinElmer Frontier IR no
comprimento de onda entre 800 e 2500 nanémetros (nm), e estudos de pré-tratamentos, com
Correcdo Multiplicativa do Sinal (MSC), Variacdo normal padrdo (SNV), Suavizacao e
Primeira derivada de Savitsky-Golay, foram realizado. Os modelos de calibracdo multivariada
foram construidos, para determinacdo de carboidratos, proteinas, lipidios, aminoacidos
adicionados (L-taurina, L-carnitina e L-arginina) utilizando o algoritmo de Regressdo por
Minimos Quadrados Parciais (PLS) com 70 amostras do planejamento e validacao externa com
30 amostras do planejamento. Os modelos de calibracdo dos macronutrientes obtiveram
desempenho melhores quando foi empregado o pré-tratamento MSC na faixa completa do NIR,
e 0s modelos de calibragcdo dos micronutrientes obtiveram os melhores desempenho com preé-
tratamento MSC quando foi usado apenas a faixa espectral 1500 nm a 2399 nm, que possui
maior sensibilidade para as bandas dos aminoacidos. Os modelos mais robustos foram
selecionados para predicdo dos nutrientes em 3 lotes diferentes do produto enteral
industrializado. Os resultados obtidos demostraram que os modelos de calibragdo foram
estatisticamente melhores para as previsdes dos macronutrientes e com boa precisao, porém os
modelos para micronutrientes ainda ndo apresentaram modelos tdo precisos quanto 0s

macronutrientes, sendo indicativo de novos estudos quimiométricos de tratamento de dados.

Palavras-chave: Alimento enteral; Controle de qualidade; NIR



ABSTRACT

Methodologies using NIR spectroscopy technique associated with chemometric tools was
developed for predicting the levels of different nutrients in a type of industrial enteral. The
research was carried out through a partnership between the University of International
Integration of Afro-Brazilian Lusophony (UNILAB) and the NUTERAL® medical food
industry, in which a product was selected and called as Mix Enteral (ME). Design of
experiments with mixtures was carried out, which resulted in 100 experiments. Spectral data
were obtained in triplicate using the PerkinElmer Frontier IR NIR spectrometer at a wavelength
between 800 and 2500 nanometers (nm), and pre-treatment studies with Multiplicative Signal
Correction (MSC), Standard normal variation (SNV), Smoothing and First derivative of
Savitsky-Golay were accomplished. Multivariate calibration models were built to determine
carbohydrates, proteins, lipids, added amino acids (L-taurine, L-carnitine and L-arginine) using
the Partial Least Squares Regression (PLS) with 70 samples of the planning and external
validation with 30 samples. The macronutrient calibration models performed better when the
MSC pretreatment was used in the full range of the NIR, and the micronutrient calibration
models obtained the best performance with the MSC pretreatment when only the spectral range
fron 1500 nm to 2399 nm was used, because it has greater sensitivity to the amino acid bands.
The most robust models were selected to predict nutrients in three different batches of
industrialized enteral product. The results obtained showed that the calibration models were
statistically better for the predictions of macronutrients and with good precision, however the
models for micronutrients have not yet presented models as accurate as the macronutrients,

being indicative of new chemometric studies of data treatment.

Key-words: Medical food; Quality control; NIR
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1. INTRODUCAO

A alimentacédo enteral € recomendada em casos de pacientes desnutridos que estejam
momentaneamente ou permanentemente impossibilitados de suprirem suas necessidades
bioldgicas por alimentacdo oral. Geralmente pacientes que fazem o uso de alimentos enterais
estdo em situacdes clinicas criticas, sendo esses, vitimas de politraumatismo, pacientes em
quadro pos-operatorio, acometidos por doengas digestivas, derrames cerebrais ou até mesmo
em recém-nascidos de forma prematura (ALHASHEMI; GHORBANI; VAZIN, 2019).

A ingestdo desses tipos de alimentos normalmente é feita por meio de sondas
(naso/orgastica) que sdo posicionadas diretamente no estdmago ou no intestino delgado dos
pacientes. Os Alimentos de nutricao enteral (AE) sdo fontes de varios nutrientes essenciais para
0 organismo como proteinas, carboidratos, gordura e vitaminas, que simulam o que seria a
ingestdo normal desses nutrientes em meio a alimentacdo oral. Os AE podem ser classificados
em alimentos de uso enteral caseiros (AEC) e alimentos de uso enteral industrializados (AEI),
sendo cada tipo com suas caracteristicas e peculiaridades (UNICAMP,2011).

Os AEC, que também podem ser chamados de alimentacao artesanal, representam uma
série de alimentos que normalmente sdo utilizados na dieta dos pacientes em seu dia-a-dia,
como feijdo, arroz, leite, frutas entre outros. Esses alimentos sdo cozidos, liquidificados e
peneirados, no entanto, esse tipo de alimentacdo necessita de uma prévia orientacdo de um
profissional nutricionista para equilibrar e dosar a quantidade de cada nutriente, tudo baseado
na necessidade fisiolégica do paciente (ARAUJO, 2005).

Ja a AEI € caracterizada por uma dieta balanceada e rica em nutrientes, que se
apresentam normalmente em formulacgdes liquidas ou em p6. Quando essas se apresentam em
po, para que esteja em condicdes de consumo, ha a necessidade de ser diluida em agua para
serem liquidificadas e homogeneizadas em solucdo. Atualmente, existem diversas empresas
especializadas na fabricacdo de alimentos enterais, no qual, também existem diferentes
formulagdes para diferentes tipos de pacientes (UNICAMP, 2011).

No Brasil os AEI séo subordinados as normas estabelecidas pela vigilancia sanitaria,
que preconizam e estabelecem padrdes de qualidade desses alimentos, desde suas matérias-
primas, armazenamento, composicao de seus produtos, até a identificacdo das porcentagens de
cada nutriente em sua composi¢do final. Este ultimo torna-se importante pois busca a
quantificacdo de cada tipo de nutriente empregado naquele produto, como a quantificacédo de

macronutrientes e micronutrientes (BRASIL, 2017).
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A quantificacdo dos nutrientes em AEI tem se mostrado um desafio nos Gltimos anos,
ndo pela falta de metodologias especificas, mas pelo alto custo desse processo, que em sua
maioria desperdica a amostra e produzem residuos e consequentes danos ao meio ambiente.
Assim, a busca por novas tecnologias que possam melhorar esse cenario vem sendo estudadas
por diversas industrias desse ramo.

Um dos métodos que se apresenta como uma alternativa para a determinacdo desses
componentes € a analise por espectroscopia no intervalo do infravermelho préximo (NIR), que
consiste em uma técnica inovadora nesse segmento, sendo possivel criar modelos de previsfes
que podem ser empregados na quantificacdo desses nutrientes.

Esses modelos de previsbes sdo desenvolvidos por ferramentas quimiométricas, onde
sdo empregadas técnicas de tratamento de dados que ajudam a transformar dados espectrais em
informac0es analiticas. Essa metodologia tem ganhado notoriedade nos Gltimos anos, pois se
trata de um método relativamente de baixo custo, ndo usam reagentes quimicos, ndo produz
nenhum tipo de residuo e ndo ha a necessidade de um preparo prévio das amostras. Outro ponto
positivo da analise por espectroscopia NIR € o tempo de aquisicdo dos dados espectrais, em
média de 30 segundos por amostra.

A partir de 1990 o uso da espectroscopia por NIR teve um aumento significativo, sendo
utilizado para estudar a composicdo quimica de diversos meios como do solo, plantas, material
bioldgico e de alimentos. A aplicacdo dessa técnica para estudos de alimentos ainda vem
crescendo nos ultimos anos, sendo empregado em analises de micro e macronutrientes de caju
(SAMAMAD et al., 2018), péssegos (BETEMPS et al., 2014), carnes (PAULA et al., 2013),
milho (FERRARINI, 2004) dentre outros.

A aplicacdo da espectroscopia NIR em alimentos enterais ainda € rara, com alguns
trabalhos na area de alimentos dedicados a nutricdo clinica. Assim, partindo da pluralidade do
uso da espectroscopia no NIR para analises de macro e micronutrientes em diversos tipos de
alimentos e pela relevancia do controle de qualidade dos AEI, o presente trabalho visou explorar

0 uso do NIR em alimentos enterais comercializados.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Desenvolver metodologia ndo destrutiva capaz de prever quantitativamente 0s
nutrientes em um tipo de alimento de uso enteral industrializado empregando a espectroscopia
no intervalo do infravermelho proximo e regressdao multivariada por minimos quadrados

parciais.

2.2. Objetivos especificos

e Elaborar um planejamento experimental de misturas, com 14 matérias primas, para
construcdo do conjunto de amostras de calibracdo e validacdo externa.

e Empregar as ferramentas de pré-tratamento de dados MSC (Multiplicative Scatter
Correction), SNV (Standard Normal Variate) e primeira derivada para verificagédo dos
melhores modelos de quantificacéo.

e Predicdo da metodologia proposta com amostras reais produzidas por empresa

especializada na comercializacdo de produtos enterais.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Histdrico da alimentacéo por via enteral

A alimentagéo representa um processo essencial para manutencdo da vida humana.
Desde os primdrdios € entendida a estreita relacdo entre a salde humana e a alimentacao, a
grande maioria de nutrientes € ingerida por via oral fornecendo a energia necessaria para a
realizacdo das atividades humanas. Além da energia para realizacdo das atividades uma boa
alimentacdo ajuda a fortalecer o sistema imunoldgico e assim prevenir o aparecimento de
quadros patologicos (MARTINEZ, 2013).

Na segunda metade do século XIX foi observado que pacientes hospitalizados
praticantes de jejum apresentavam piora significativa em seu quadro clinico, com isso,
aumentava sua estadia no leito e em muitos casos o jejum prolongado era associado a causa
morte desses individuos (PINOTTI; KLAJNER, 1997). E estudos recentes como de Duarte
(2016) demostram que o tempo de internacdo esta intimamente relacionada com a perca de
massa corpdrea dos pacientes, principalmente nagqueles em idade adulta.

No entanto, a alimentacdo adequada em alguns pacientes torna-se mais dificultosa,
sobretudo pelo agravamento de seu quadro clinico, necessitando de uma terapia nutricional
especifica para evitar e/ou melhorar seu quadro de desnutricdo. A problematica maior ocorre
quando esses pacientes apresentam restrigdes parciais ou totais na dieta via oral, comumente
sdo pacientes em periodo pds-operatdrio, em quadro de anorexia prolongada, estado de coma,
impossibilitados de dieta oral devido a traumas na regido de cabeca ou/e pescoco, vitimados de
acidentes vasculares cerebrais entre outros. Nesses casos, a nutricdo acontece por vias de
alimentacdo alternativa, principalmente por alimentos enterais (JANSEN et al., 2017;
UNICAMP, 2011).

A AE pode ser definida como o processo de nutrigdo de macro e micronutrientes a
pacientes acometidos por alguma condicdo que impedem de forma permanente ou temporaria
sua alimentacdo normal. Esse tipo de alimentacdo normalmente é administrado por meio de
sondas que sdo posicionadas no estdmago ou no intestino delgado, por ser o local onde a maioria
dos nutrientes é absorvida (BERGER et al., 2019).

Existem diversos tipos de sondas, no entanto, as mais utilizadas sdo: sonda nasoenteral
em posicdo gastrica (introduzida pelo orificio nasal, passando pelo eséfago e sendo posicionada

no estbmago do paciente); sonda nasoenteral em posicdo intestinal (introduzida pelo orificio
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nasal) passando pelo esdfago, estdmago e sendo posicionado na regido jejunal do intestino
delgado; sonda de gastrostomia (introduzida diretamente no estbmago por meio de um orificio
abdominal); sonda de jejunostomia introduzida diretamente no jejuno por meio de um orificio
abdominal (UNICAMP, 2011).

Os AE administrados por meio de sonda apresentam-se normalmente em formulagdes
liquidas, ou pastosas, isso também ajuda ao processo digestério dos pacientes. Para
administracdo de AE é necessario que 0 paciente esteja com o sistema digestério em
funcionamento para que os nutrientes administrados tenham uma boa absorgéo e possa ser
metabolizado pelo organismo, para que assim possam suprir suas necessidades nutricionais
(CARVALHO, 2014).

3.2. Tipos de AE

Os tipos de AE podem ser divididos em dois grandes grupos: os alimentos de uso enteral
caseiros (AEC) e alimentos de uso enteral industrializados (AEI). Os AEC também podem ser
chamados de alimentos enterais domesticos ou artesanais, sdo comumente adotados na dieta de
pacientes com algum tipo de doenca crénica, segundo Naves e Tronchin (2018) os usuarios
mais frequentes desse tipo de nutricdo enteral sdo diagnosticados com sequelas de AVC
(acidente vascular cerebral) e acometidos por sindromes neuroldgicas.

Como a grande parte desses pacientes € privada de seus movimentos corporais e
digestivos, assim, a dieta enteral € responsavel por suprir as necessidades nutricionais desses
individuos. Na maioria dos casos os AEC sdo manipulados por familiares ou cuidadores desses
pacientes, sendo os ingredientes utilizados para compor essas refei¢cdes séo os alimentos que
sdo usados habitualmente nas refei¢Bes da familia, tal como: arroz, feijdo, carnes, ovos, frutas,
mingaus entre outros (KUTZ et al., 2018).

O modo de preparo desses é padronizado, sendo que estes sdo misturados a agua e
liquidificados para tornarem os componentes sélidos mais fluidos e assim possa ser inserido
nas sondas. E importante salientar que, os alimentos como o0s cereais e carnes, necessitam de
um cozimento completo antes do processamento dos nutrientes. Nesse tipo de processo €
necessaria uma maior atencdo no preparo das amostras, tempo em vista que a manipulagédo
desses tipos de alimentos sem o cuidado higiénico basico pode acarretar problemas futuros ao
paciente (ARAUJO; MENEZES, 2005).
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J& os AEI sdo formulagbes contendo os nutrientes necessarios para a nutricdo dos
pacientes de forma balanceada ou especifica para cada tipo de necessidade alimentar.
Basicamente esse tipo de alimento € representado por produtos que sdo comercializados, no
qual, exigem o minimo de preparo para seu consumo (NOVA NUTRI, 2016).

Os AEI originalmente foram concebidos em formulagdes liquidas, mas com o passar
dos anos foram criados e comercializados outros tipos de formulacGes, em destaque o po. Essas
formulacdes ajudam na estabilidade do alimento e propiciam maior vida Util desse, além disso,
esses padrdes sdo definidos também por sua facil administracdo via sonda, minimizando o
tempo e o trabalho empregado pela equipe médica. No entanto, aproximadamente 88% dos AEI
comercializados hoje sdo em padrdes liquidos. (CARDOSO; PRATES; ANASTACIO, 2018;
LIMKETKAI et al., 2019).

Atualmente existem diversas empresas especializadas na fabricagdo de produtos
entéricos, no qual sdo produzidos diversos tipos de formulagdes enterais. Essa variedade de
produtos é de suma importancia para o0 mercado consumidor, pois existe uma diversidade de
pacientes com necessidades nutricionais singulares, e isso também ajuda a manter o dinamismo
industrial, essas industrias tendem a buscar sempre manter a qualidade de seus produtos bem
como suas inovagdes (LIMKETKAI et al., 2019)

Segundo Cunha, Ferreira e Braga (2011) o uso dos AEI é recomendado em pacientes
hospitalizados por apresentarem seguranca em seu controle microbiolégico e nutricional,
grande parte desses alimentos é composto por carboidratos, lipidios, proteinas, aminoacidos,
minerais e diversos tipos de vitaminas. Importante considerar que esses produtos s6 devem ser
administrados com a devida orientagéo de profissionais legalmente competentes, sendo estes
responsaveis por estabelecerem dietas que visam restaurar o equilibrio nutricional dos
pacientes. Deste modo, os AEI devem ser constituidos por diversas matérias-primas onde sdo
contidos os macros e micronutrientes, que quando somados, possam restabelecer a salde

alimentar.
3.2.1. Composicao e qualidade dos AEI
As industrias do setor alimenticio dedicadas a alimentacdo enteral utilizam diversos

tipos de matérias-primas fornecedoras de nutrientes essenciais a saude, e que, segundo o

Ministério da Saude, os AEI devem conter obrigatoriamente proteinas, lipidios, carboidratos,

22



vitaminas e minerais, no qual cada tipo de elementos deve respeitar suas concentracdes e

especificacbes minimas estabelecidas (BRASIL, 2015).

3.2.2. Macronutrientes

As proteinas no ponto de vista nutricional desempenham funcdes de grande importancia
bioquimica e imunoldgica, principalmente em pacientes acometidos por alguma enfermidade,
por esse motivo torna-se importante uma maior variedade de proteinas presentes nos AEI. As
proteinas utilizadas nesse processo devem se originar de substratos animal ou vegetal, sendo
também permitidas proteinas sintéticas desde que tenha aprovacao prévia da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria — ANVISA (BRASIL, 2015; ANGICANO, 2013).

As proteinas mais utilizadas na producéo de AEI sdo derivadas do leite bovino, sendo o
leite desidratado a principal fonte de proteinas de muitos produtos, seguido da proteina do seu
soro e do caseinato de célcio do leite de vaca. A proteina isolada da soja também é um
importante componente dos AEI, no qual € produzida a partir da farinha desengordurada do
vegetal, por meio de tratamentos fisicos e quimicos, a proteina é separada dos outros
componentes da soja (SOCIEDADE BRASILEIRA DE ALIMENTACAO E NUTRICAO,
2016; ANGICANO, 2013; ARAUJO; MENEZES, 2005).

Outras proteinas de origem vegetal também se destacam como componentes de produtos
alimentares entéricos como a proteina hidrolisada do trigo, esse tipo de proteina € empregada
h& muitos anos na industria alimenticia, ndo s6 em AEI, mas também em outros tipos de
alimentos industriais. A proteina hidrolisada do trigo é caracterizada por sua alta solubilidade
e digestibilidade, sendo composta majoritariamente por oligossacarideos e aminoacidos como
a glutamina (CARREIRA et al., 2011; QUIROGA, 2017).

Os lipideos, assim como as proteinas representam um importante componente
nutricional em AEI. Esses nutrientes sdo responsaveis por fornecer aporte de energia, grande
parte sdo degradadas durante o processo de respiracdo celular. Alimentos contendo grande
aporte de lipideos sdo considerados como energéticos, em sua composicdo, apresentando-se
uma abundancia de carbono, seguido de moléculas de hidrogénio e oxigénio (PINHEIRO;
PORTO; MENEZES, 2005).

Além de sua fungdo energética os lipideos sdo responsaveis pelo aporte estrutural das
células, além de ser um importante transportador de micronutrientes como a exemplos das

vitaminas. Nos pacientes em terapia enteral os lipidios sdo de grande importancia para a
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manutencao do equilibrio nutricional, em funcéo disso a presenca desse nutriente em AEI torna-
se fundamental. Os lipideos utilizados na producdo de AEI sdo normalmente oriundos de
animais e vegetais (PINHEIRO; PORTO; MENEZES, 2005; NORMAN et al., 2008;
VERONESE et al. 2019).

Uma importante fonte de lipideos utilizados em AEI é o 6leo de canola, muito utilizado
também em AEC. Esse Oleo € caracterizado por exercer inumeros efeitos benéficos ao
metabolismo humano, incluindo a diminuigéo de riscos de doencgas cardiovasculares em funcéo
da diminuicdo de agregacdo plaquetaria e da pressao arterial. Outro 6leo vegetal bastante
utilizado na producdo e AEI é o de girassol, o qual se destaca por apresentar uma grande
quantidade de é&cidos graxos essenciais que ajudam na reducdo de LDL (low density
lipoprotein), conhecido também por colesterol ruim e assim ajudam na prevencao de doencas
vasculares (BUENO, 2008; SANTOS et al., 2013; BENTO et al., 2012).

Outros 6leos sdo importantes componentes fornecedores de lipidios em AEI como o
6leo peixe, 6leo da soja, 6leo do milho, éleo de acafrdo e 6leo da linhaca. Diversos aditivos
também sdo comumente utilizados em alimentos entéricos como, por exemplo, 0 mono e
diglicerideos e a lecitina de soja. Na dieta enteral também é de suma importancia a presenca de
carboidratos, na maioria dos casos esse nutriente apresenta-se em maiores quantidades em
relacdo aos demais. 1sso se da pela importancia que esse macronutriente desempenha no
metabolismo humano (CARDOSO; PATRES; ANASTACIO, 2018; PREVIDELLII;
GOULARTI; AQUINO, 2017).

Os carboidratos assim como lipidios sdo responsaveis por fornecer energia ao
organismo, sendo a glicose um dos principais carboidratos utilizados pelas células humana
como fonte energética. Por muitos anos foi pensado que os carboidratos tinham apenas aportes
energéticos como funcdo, no entanto, a partir da modernizacdo das tecnicas cientificas,
principalmente com o surgimento das técnicas avancadas de cromatografia e espectroscopia
sendo possivel observar a relacdo intrinseca que os carboidratos tém em participar da
sinalizacdo das celulas e da interacdo entre outras moléculas com acdes bioldgicas vitais para a
vida (POMIN; MOURAO, 2006).

Os carboidratos mais comuns em AEI sdo as maltodextrinas, essas sdo produtos da
hidrélise acida e/ou enzimatica parcial do amido com valores de dextrose equivalente menor
que 20. A maltodextrina consiste em uma mistura de polissacarideos e oligossacarideos e pode
ser encontrada no mercado em sua férmula concentrada. Por seu grande aporte nutricional

muitas empresas de AE utilizam apenas a maltodextrina como fonte de carboidrato, j& outras
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combinam esse nutriente com outras fontes de carboidratos como o xarope de milho e o
polissacarideo de soja (CARDOSO; PATRES; ANASTACIO, 2018; ADITIVOS E
NUTRIENTES, 2016).

A ANVISA (2015) também estabelece a adigdo de fibras nas formulacdes de produtos
enterais, isso por que as fibras alimentares, segundo pesquisas como de Bernaud e Rodrigues
(2013), atuam na prevencdo de diversas doencas crbnicas como hipertensdo, obesidade,
diabetes, cancer de colon e patologias coronarianas. Além disso, estudos como de Paula, Ramos
e Santos (2010) relataram que alguns tipos de fibras sdo responsaveis por acelerar o transito
intestinal e aumentar o volume e a maciez das fezes, isso se torna importante para pacientes
hospitalizados em estado critico, muitos desses sofrem por problemas de obstipacdo intestinal.

As fibras mais comuns presentes em AEI sdo oriundas da soja. Algumas industrias
também utilizam gomas como fontes de fibras, as mais comuns sdo as gomas Guar e a Arébica,
essa ultima é representada por uma fibra dietética que contém 90% de fibras solUveis e sua
utilizacdo em AE se da pelas suas potencialidades em oferecer propriedades funcionais
benéficas ao metabolismo, além de ter uma importante propriedade prébidtica (BROWN;
ROEHL,; BETZ, 2014; ADITIVOS E INGREDIENTES; 2016)

Os prebioticos ou fibras prebioticas sdo classificados como componentes digeriveis que
agem seletivamente sobre a microbiota gastrointestinal, e isso permitem mudancas especificas
em suas atividades. Assim, promovendo beneficios a0 metabolismo de seus consumidores,
além da goma arabica outras fibras promovem esse efeito, como os frutooligossacarideos, as
oligofrutose e a inulina (GUARNER et al., 2017; BROWN; ROEHL; BETZ, 2014)

3.2.3. Micronutrientes

Outros beneficios sdo atribuidos aos componentes dos AEI, sendo os imunoldgicos um
dos mais importantes. Dada importancia advém das necessidades de fortalecimento do sistema
imune dos pacientes, a fim de evitar os agravamentos de seus quadros clinicos em decorréncia
de infec¢bes. E para isso alguns grupos de aminoacidos sao introduzidos nos AE, como a
arginina e da glutamina (BROWN; ROEHL; BETZ, 2014; GERAIX et al., 2014)

A glutamina, por exemplo, € um aminoécido essencial para o sistema imunolégico, uma
vez que ele atua diretamente em situacOes de estresse celular, sendo indispensavel no processo
de proliferacdo celular de fibroblastos, células do sistema imune. A glutamina também é

responsavel por fornecer porte energético aos linfocitos e aos macrofagos, sendo também
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fundamentais as células fagociticas mononucleares produtoras de citocinas, e essas atuam na
mediacdo de respostas imunoldgicas (GERAIX et al., 2014).

Além dos aminoacidos outros micronutrientes tambem sao utilizados na producdo de
AEI, e um dos mais comuns sdo as vitaminas e minerais. Esses elementos ao contrario dos
macronutrientes ndo necessitam de grandes quantidades para manter o equilibrio fisiolégico, e
assim como os aminoacidos desempenham fungdes imunoldgicas importantes. As vitaminas,
por exemplo, atuam na defesa e na nutricdo do organismo, ja& os minerais fazem parte da
estrutura de tecidos corporeos, participam da regulacdo dos impulsos nervosos e regulam
atividades de vérias enzimas.

Segundo Jasen (2014) os principais minerais presentes em AE sdo o zinco (Zn), ferro
(Fe), cobre (Cu), célcio (Ca), fosforo (P) e o potassio (K), esses podem ser encontrados em
diferentes proporc¢des dependendo do fabricante e do produto. Cruz e Soares (2011) destaca o
Zn como um dos mais importantes minerais presentes na alimentacdo, sendo este envolvido em
mais de 300 reacdes quimicas essenciais para 0 organismo humano, também envolvido na
sintese e degradacdo de macromoléculas.

Além disso, 0 Zn é relacionado ao sistema antioxidante, que participa diretamente da
defesa celular neutralizando a proliferacdo e protegendo a membrana celular de agdes de tipos
reativos de oxigénio. A caracteristica antioxidante é atribuida também as vitaminas C e E, essas
sdo respetivamente derivadas de frutas citricas e de 6leos vegetais como de girassol e de soja.
As vitaminas C e E, e também a vitamina A, estdo envolvidas no processo de cicatrizacao de
feridas, especialmente importante para pacientes em periodo pés-operatério (CRUZ; SOARES,
2011 apud OLIVEIRA; KOURY; DONANGELO, 2007).

Com os inameros beneficios oferecidos pelos AEl aos seus usuarios torna-se
imprescindivel um controle de qualidade rigoroso nesses produtos, deste modo os valores de
cada tipo dos nutrientes que compde os AEI devem ser cuidadosamente estudados apds sua
producdo. Esse controle envolve uma série de estudos quimicos que normalmente representam
um custo alto para as industrias de formulagBes enterais, além disso, essas técnicas
convencionais de analises de AE demasiam tempo e utilizam inimeros reagentes que podem
causar danos ao meio ambiente (BRASIL 2015; CENICCOLA, 2013).

3.3. Técnicas convencionais de analises quimicas de alimentos e inovagfes analiticas
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Os métodos analiticos podem ser classificados por organizacGes internacionais como
métodos padrdes de analises. Uma das mais conhecidas organizacdes internacionais € a Official
Analytical Chemists International (AOCI) que representa uma associacdo fundada por
quimicos agricolas em 1884, atualmente essa organizacdo é reconhecida mundialmente por
padronizar praticamente todos os tipos de analises de alimentos. Os métodos sistematizados e
distribuidos pela AOCI sdo altamente creditaveis e defendiveis, sendo essas instituicdes como
laboratorios de testes, agenciam regulamentadoras, industrias, universidades entre outros
(AOAC INTERNATIONAL, 2019).

Outras organizages que seus métodos de anélises de alimentos tém acreditacdo mundial
sdo a American Association of Cereal Chemists (AACC) e a American Oil Chemists’ Society
(AOCS). Enquanto AOCA que tem uma visdao mais generalista de analises de alimento, a
AACC e a AOCS mantém um publico mais especificos. A AACC trata-se de uma associagdo
global que conta com cerca de 2000 cientistas distribuidos pelo mundo desenvolvendo métodos
especificos de analises de cerais e seus subprodutos (CEREALS & GRAINS ASSOCATION,
2019).

Ja a AOCS ¢ uma fundacdo criada no inicio do século XX por quimicos norte-
americanos, inicialmente essa associacdo voltada para analistas de algoddo. Com o passar dos
anos o escopo desses cientistas foram moldados para analises de Oleos, atualmente, essa
organizacao € responsavel por apoiar profissionais interessados no desenvolvimento cientifico
e metodologico de Oleos, gorduras, proteinas, surfactantes e materiais relacionados
(AMERICAN OIL CHEMISTS' SOCIETY, 2019).

No contexto brasileiro, existem laboratorios especializados em analises bromatoldgicas
que atendem as normas reguladoras, com especificacdes regidas pela norma técnica ISO/IEC
17025:2017 da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT). Em contexto geral as
analises bromatoldgicas desempenham papeis fundamentais na avaliacdo do controle de
qualidade dos alimentos, e um dos instrumentos importantes para essas analises é a quimica
analitica (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008; ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS
TECNICAS, 2017).

As metodologias de analises de alimentos com seus respectivos padrdes de qualidade
sofreram mudancas ao longo dos anos. A introducdo de novos métodos analiticos e da biologia
molecular ndo foi suficiente para tornar os métodos volumétricos e espectrofotométricos na
regido do UV/VIS ultrapassados (INSTITUTO ADOLFO LUTZ; 2008). Os métodos
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convencionais de analises de nutrientes mais utilizados no meio analitico estdo dispostos na
Tabela 1.

28



Tabela 1 — Métodos padrdo de analises de nutrientes em alimentos

2 NUTRIENTE ‘ .
METODO ESTUDADO PRINCIPIO CITADO EM:
Baseia - se em trés etapas: digestdo, destilacdo e titulacdo. A matéria organica é
. . decomposta e o nitrogénio existente € finalmente transformado em amdnia por meio Instituto Adolfo Lutz
Kjeldahl Proteina e o . X £ e o
acido. O sal amonico desloca-se apés receber a solucdo acida (&cido borico). Por (2008)
titulacdo determina-se a quantidade de nitrogénio que lhe deu origem.
x5 - Utiliza um sistema que permite a extracdo de lipidios através da continua passagem de Menezes e Purgatto
Extragdo direta em Soxhlet Lipideos um solvente através da amostra. (2016)
Mistura de trés solventes: cloroférmio, metanol e dgua tém sido recomendados por Menezes e Purgatto
. Lipideos serem exatos e reprodutiveis para a determinacgdo de lipidios totais em alimentos com  (2016); Instituto Adolfo
Bligh e Dyer .
alto teor de agua. Lutz (2008)
Fibras Fundamenta-se na hipotese de que a fibra pode ser quantitativamente e especificamente
Van Soest alimentares separada df)s outros componentes do alimento (proteinas, amido e lipidios) por ebulicdo Embrapa (2011)
com solucdo detergente em pH neutro.
Trata-se de um método enzimatico-gravimétrico que estimula a fibra alimentar total em
Fibra produtos de cereais pela digestdo enzimatica. Porém, foi considerado inadequado para
. . . ~ Embrapa (2011)
Schaller alimentares  frutas, folhas e raizes. Esse método tem sofrendo alteracfes ao longo dos anos,
principalmente no que se refere as enzimas utilizadas no processo.
: Método de determinacdo de fibra alimentar total, usando a caracterizagéo dos seus
Fibra . - . . . .
Uppsala alimentares  2gucares constltumtgs por E:r(_)matogrqfla gasosa. @) te:\or_de fibra equivale a soma de Embrapa (2011)
agucares neutros, acidos urénicos, amido resistente e lignina.
Tillmans Vitamina c Baseia-se na rgdupgo do co_rantg sal sodico de 2,6-diclorofenol indofenol por titulagido Instituto Adolfo Lutz
em uma solucdo acida de vitamina C. (2008)
Este método baseia-se na medida da coloracao azul instavel, resultante da reacdo da
L N vitamina A com o tricloreto de antiménio (reagente Carr Price) e € valido para a .
Determinacéo de vitamina N U o . . : ~ N : Instituto Adolfo Lutz
Vitamina A determinacdo de vitamina A em alimentos, enriquecidos ou ndo, ragdes e misturas

A em alimentos

vitaminicas (premix). Ndo e aplicavel para produtos contendo pré-vitamina A
(carotenos).

(2008)

Determinacao de fosforo
por espectrofotometria na Fosforo
regiao do visivel

O método é aplicavel a determinacdo de fosforo em alimentos. Baseia-se na
complexacdo do fdésforo com vanado-molibdato de amoénio e determinagdo por
espectrofotometria na regido do visivel.

Instituto Adolfo Lutz
(2008)

Fonte: Adaptado de Instituto Adolfo Lutz, 2008; Embrapa (2011); Menezes e Purgatto (2016).
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Tradicionalmente os métodos e técnicas utilizadas na quimica analitica sdo classificadas
em classicos e instrumentais. Os métodos classicos sdo divididos em métodos gravimétricos e
volumétricos, esses sdo caracterizados por envolverem reagdes quimicas, dissolucao, extracéo
e estequiometria. Essas técnicas sdo comumente utilizadas por laboratérios de pequeno porte,
muito pelo custo e eficacia desses métodos (PASSOS, 2011).

A utilizacdo dos métodos classicos ainda € amplamente disseminada pelos laboratorios
de pesquisa em todo mundo. No entanto, suas aplicacfes vém se restringindo, principalmente
pelo avan¢o tecnolégico dos Ultimos anos. Assim, a quimica analitica instrumental foi
ganhando notoriedade, e os Gltimos 50 anos foram cruciais para essa nova forma realizar
experimentos, muito disso é resultado da introducdo de equipamentos como espectrémetros e
cromatadgrafos, proporcionando a possibilidade do crescimento na quantidade e na qualidade
dos dados (PASSOS, 2011; FERREIRA, 2015).

Existem diversos tipos de métodos instrumentais no mercado, esses instrumentos sao
responsaveis por emitir diferentes tipos de sinais, que sdo captados e transformados em
informacdes quimicas como demostrado na Figura 1 (PASSOS, 2011). Essas informacdes séo
representadas por uma grande quantidade nimeros ou curvas, que ndo produzem significado

quimico para interpretacdo imediata dos dados obtidos do equipamento (FERREIRA, 2015).

Figura 1 — Processo de obtencao de informacgdo quimica em métodos instrumentais.
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Fonte; Ferreira, 2016.

Essas grandes quantidades de dados obtidos dos experimentos tornaram-se trabalhosos
de serem processados manualmente, os quimicos analiticos necessitavam de uma alternativa
para converter essa informacdo quimica em informacdo util (FERREIRA, 2015). Em meados
do século XX os computadores comecgaram a ser introduzidos na quimica analitica e a partir
desse marco foram desenvolvidos inimeros programas computacionais que auxiliam no
processamento desses dados (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2006).
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Com o avango computacional foi possivel também a inovacdo nos instrumentos de
analises, um dos métodos que foram influenciados por esse avanco foi a espectroscopia
eletromagnética na faixa do infravermelho proximo (NIR), que j& vinha sendo estudada desde
0 século XIX. No entanto, essa técnica foi amplamente melhorada apds a implementacdo de
modelos matematicos e estatisticos implementados em softwares computacionais (TIBOLA et
al., 2018)

3.4.Espectroscopia na regido do infravermelho préximo

A técnica da espectroscopia no infravermelho proximo (Near Infrared Spectroscopy,
NIRS) representa uma inovacgdo nas técnicas analiticas, esse método permite avaliar diferentes
tipos de compostos organicos e inorganicos através de baixas vibragdes eletromagnéticas. Essas
vibragOes sdo responsaveis por promover excitacdes a nivel molecular do material estudado,
essa vibracdo é causada pela energia de féton na faixa de 2,65 x 10™2° a 7,96 x 102° J, que
corresponde a faixa de comprimento de onda de 750 a 2.500 nm (ndmeros de onda: 13.300 a
4.000 cm™) que € emitida pelo equipamento (PASQUINI, 2003).

A espectroscopia no NIR assim como em outros métodos de absor¢éo é responsavel por
promoverem a vibragdes e estiramentos em ligagcGes das moléculas para que estas atinjam seu
estado maximo de energia. Deste modo, esse tipo de radiacdo também é caracterizado por ser
um processo quantizado?, onde os sinais sio emitidos e derivados das frequéncias vibracionais
de estiramento e de dobramento das ligaces covalentes das moléculas. Cada tipo de vibracao
corresponde a um tipo diferente de ligagdo molecular, e assim esses sinais podem fornecer a
informacao molecular dos compostos (PAIVA et al., 2016).

A regido espectral do NIR onde ocorre maiores absor¢cfes de energia séo sobretons e
combinacdes de vibragbes moleculares que sdo observadas na regido do infravermelho médio,
que corresponde a faixa de comprimento de onda entre 2500 e 5000 nm. As principais bandas
moleculares relacionadas a essas vibragdes fundamentais séo dos grupos moleculares C-H, N-
H, O-H e S-H, a singularidade dessas vibragdes moleculares formam espectros que permitem o
NIR ser usado para determinacgdes de componentes quimicos e bioquimicos de uma amostra de
forma qualitativa e quantitativa (METROHM, 2013).

lo processo quantizado € caracterizado pela conversdo de um sinal com valores continuos em um sinal com
valores discretos, ou seja, valores aproximados.
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As distribuictes desses grupos funcionais nos comprimentos de onda e as zonas de

combinacg0es e de sobretons estdo representadas na Figura 2.

Figura 2 — Principais bandas analiticas e posi¢cdes relativas de pico para absorcGes
proeminentesno infravermelho préximo.
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Fonte: Metrohm, 2013.

Atualmente existem diversos tipos de espectrofotdmetro de infravermelho préximo, que
podem ser classificados como portateis, ultra portateis e de bancada. Segundo Magalhdes
(2014) o equipamento de espectrofotémetro de infravermelho é composto por uma fonte de luz
(normalmente é uma lampada halogénea de tungsténio), um sistema éptico, um suporte para
amostra e um detector.

Para Paiva et al. (2015) os avangos das ultimas décadas foram responsaveis por
substituirem os grandes arranjos de luzes e espelhos que caracterizava 0s espectrofotdmetros
de infravermelho. Os dois tipos de equipamentos de infravermelho mais utilizados nos
laboratdrios analiticos sdo os instrumentos dispersivos e o de transformada de Fourier, apesar
dos espetros produzidos por esses equipamentos serem semelhante, o tipo que usa transformada
de Fourier tem se destacado pela velocidade da medicdo dos espectros.

A transformada de Fourier é empregada em espectrofotdmetros modernos que durante
a interacdo da radiacdo eletromagnética e a amostra é produzido um sinal padrdo e complexo
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chamado de interferograma®. Esse sinal padrdo tem formato de ondas e contém todas as
frequéncias que formam o infravermelho, essas frequéncias sdo separadas pela operacdo
matematica transformada de Fourier e assim produzem varios espectros que sdo guardados na
memoria de um computador (PAIVA et al., 2015; FERNANDES, 2015).

Para transformar esses espectros em informacgdes quimicas é necessario a atribuigcdo de
algumas técnicas de tratamento de dados, sendo estas atribuidas a quimiometria. Esse ramo da
quimica é responsavel por estudar diversos fatores que sdo representados pelos espectros de
uma Unica vez. No entanto, para a uma boa aplicacdo da quimiometria é necessario que haja
um pré-tratamento dos dados espectrais (FERREIRA, 2015).

3.4.1. Pré-tratamento de dados

Os pré-tratamentos de dados tem o objetivo de eliminar de forma matematica as fontes
de variagcbes ndo programadas no planejamento e que ndo serdo eliminadas naturalmente
durante a fase de analise dos dados (FERREIRA, 2015). Os principais pré-tratamentos de dados

~

Sao:

3.4.1.1.Alisamento

O alisamento (ou suavizacdo), esquematizado na Figura 3 tem como objetivo reduzir
matematicamente o componente aleatério (ruido) dos dados para aumentar a razo entre o ruido
e o sinal analitico. As técnicas de suavizagdo mais comuns sao o alisamento pela média, o
alisamento pela média mdvel e o alisamento por com filtros de Fourier (FERREIRA, 2015).

Quando a suavizacdo é realizada pela média mdvel normalmente se utiliza o polinémio
de Savitzki-Golay, que separa os espectros em “janelas”, que é caracterizada pelo nimero fixo
de elementos. Apds isso os valores médios sdo ajustados ao modelo polinomial utilizando a
aproximagdo por minimos quadrados, esse tratamento espectral pode ser observado na
(SAUER, 2007).

2 Gréfico de tempo contra a intensidade do sinal.
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Figura 3 — Esquema representativo de espectros aplicando-se o alisamento espectral.

Janela
— movel
Dados originais Média de valores Dados pos
contidos na janela processamento

Fonte: Sauer, 2007. Adaptado de Rohwedder (2006).

3.4.1.2. Correcdo Multiplicativa do Sinal (MSC)

O pré-tratamento pela corregdo multiplicativa do sinal (MSC) permite a separagao dos
efeitos fisicos da dispersdo de luz dos efeitos vibracionais da absorcdo da luz nos espectros.
Essa técnica € muito comum nos dados espectrais obtidos pela espectroscopia NIR, pois pode
ser aplicada nos diferentes espectros difusos provenientes de uma mistura de elementos que
podem ser analisadas por essa técnica (MARTENS; NIELSEN; ENGELSEN, 2003).

Essa correcdo torna-se particularmente importante no tratamento de espectros de
amostras sélidas, principalmente na analise de gréos e p6. Sendo que, nessas amostras 0s sinais
espectrais podem sofrer interferéncias de fendmenos fisicos, como da temperatura, pressao e
das diferencas morfoldgicas da amostra (FERREIRA,2015). Morgano et al. (2005) utilizou a
correcdo multiplicativa de sinal como pré-tratamento espectral de 53 amostras diferentes de

café cru, as diferencas entre os espectros com e sem tratamento com MSC pode ser visualizado

na Figura 4.
Figura 4 — Diferenca entre espectros originais e espectros com aplicacdo do MSC.
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Fonte: Morgano et al., 2005.
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3.4.1.3. Variagao normal padréo (SNV)

A variagdo normal padrdo (Standard normal variate, SNV) é obtida pela média dos
valores das medias, processo semelhante ao MSC. No entanto, eles se diferenciam em relacao
as suas aplicacbes, enquanto o MSC utiliza o espectro médio do conjunto de calibracdo e o
armazena para ser correlacionado com o0s outros espectros o SNV ¢é aplicado de forma
individual, espectro por espectro e ndo por isso ndo necessita de um armazenamento de
informagdes como 0 MSC (FERREIRA, 2015).

Essa correcdo de espectro € dada pela equacdo a seguir.

Xorg — M
Xeorr = — (1)

S
Onde:
Xcorr = €Spectro corrigido
Xorg = €Spectro original
m = valor médio das variaveis do espectro a ser corrigido

s = desvio padrdo da média das variaveis
3.4.1.4. Primeira e segunda derivada de Savitsky-Golay
Muitas vezes 0s espectros apresentam inclinacdes ou desvios da linha base espectral,
esses efeitos dessas situagOes podem ser resolvidos aplicando as derivadas de Savitsky-Golay.
Utilizando as derivadas as linhas da base da curva s@o aproximadas utilizando o modelo linear:

A= da+b 2)

Onde:
A = absorbancia (influenciada por uma inclina¢éo)
al = termo constante (também influencia na inclinacéo)

b = desvio da linha da base.
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As derivadas mais comuns sdo a primeira e a segunda, as correcdes das linhas sugerem
alteracdes nos termos constantes melhorando a separagédo de sinais das bandas que ndo foram
totalmente sobrepostos. E comum a associagio das derivadas com algum outro tipo de pré-
tratamento, como por exemplo, a suavizagdo, além desses pré-tratamentos citados existe outros
que melhoram a qualidade dos dados obtidos do NIR. O passo posterior a esse pré-tratamento
é a elaboracdo dos modelos de calibragdo multivariada (OLIVEIRA, 2014).

3.5. Calibracéo e validagdo dos modelos multivariados

A calibracdo € caracterizada por uma série de operacdes que estabelecem relacdo entre
os padroes realizados e as medidas instrumentais. Quando a calibracdo é multivariada, significa
que duas ou mais respostas instrumentais estdo sendo relacionadas com as propriedades de
interesse. Esses métodos de andlise de dados ndo sofrem com a presenca de possiveis
interferentes, desde que sejam identificados nas amostras utilizados para a calibracdo (BRAGA,;
POPPI, 2004).

De maneira geral os modelos de calibracdo devem extrair as informagdes relevantes que
estdo contidas nos espectros, sendo essas informacdes ligadas diretamente com a informacéao
que se deseja conhecer no futuro. A Figura 5 esquematiza esse processo de calibragdo
multivariada (SOTELO, 2006).

Figura 5 — Resumo do processo de construgdo de um modelo de calibragdo multivariada.

Conjunto

Calibragéo .
Metcdo
NIR &feréncia
PAXE‘ Propriedades
¥iY¥z... etc
MATRIZ X MATRIZ Y
(absorbancias, etc)
Pré-tratcment /
PROCESSO
CALIBRACAQ
(PCR, PLS ..))
MODELO

Fonte: Sotelo, 2006.
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Entre os métodos de calibracdo se destacam a regressao linear multipla (Multiple Linear
Regression, MLR), Regressao por Componentes Principais (Principal Component Regression,
PCR) e Regressdo por Minimos Quadrados Parciais (Partial Least Squares Regression, PLS).
No qual o PLS é o método de calibracdo mais utilizado, e tem suas aplicagdes com 6timos
resultados em diversas areas (BRAGA; POPPI, 2004). Os modelos de regressdo sdo
considerados mais vantajosos para 0 NIR, pois produzem modelos usando o minimo de
componentes principais, ndo possui limitador do nimero de comprimentos de ondas, e por isso
é possivel extrair uma quantidade maior de informacg6es sobre o nimero de espectros estudados
(PASQUINI, 2003).

Segundo Oliveira (2014) o método de regressdo por PLS é capaz de comprimir as
informacgdes contidas nos espectros, reduzindo os dados, mas sem perder informacdes
relevantes, em novas variaveis chamadas de fatores ou de variaveis latentes. Soleto (2006)

esquematiza esse processo de compreensao de dados e criagdo de novas varidveis na Figura 6.

Figura 6 — Regressdo por Minimos Quadrados Parciais (PLS): compreensdo dos dados (X) em
variaveis latentes (t1 e t2) para construgdo do modelo matematico com os valores dos padrdes

).

Compressio
Construciao do de dados X,
modelo
&J’

@ =
-

Fonte: Soleto, 2006.

Para Zeni (2006) o método PLS pode ser dividido em trés etapas basicas: A primeira
consiste em montar as matrizes de dados X a partir das varidveis independentes e a matriz Y a
partir das variaveis dependentes. A segunda etapa elimina as informacdes que ndo sdo
relevantes para o sistema e a terceira consiste em relacionar as matrizes X (reduzida pelo PCA)
e a'Y que possui a propriedade de estudo.

Apo6s a construgdo do modelo ele deverd passar por validacGes, esse método é
indispensavel na elaboracdo de um modelo de calibracdo. Os tipos mais comuns desse processo

sdo as validagcOes externas e a validacdo cruzada. A validacdo externa mede a eficacia da
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predicdo dos constituintes, sendo extraidas aleatoriamente do conjunto de calibracdo um
numero de amostras, sendo esta considerada o conjunto teste. Os restantes das amostras seréo
usados para a calibracdo e se obtém equacdes de regressdo para predizer as amostras de
validacgdo, a partir de seus dados espectrais de infravermelho préximo (MILAGRES, 2009).

J& a validacdo cruzada é caracterizada quando uma ou mais amostras sdo removidas das
amostras do modelo de calibracao, apds a retirada da amostra é feita a predicdo da amostra que
nédo participou do modelo. Esse processo é repetido para todas as amostras, proporcionando a
validacdo cruzada completa (SOUSA, 2011; OLIVEIRA, 2014).

3.6. Aplicacdes da espectroscopia NIR

O uso na espectroscopia no infravermelho proximo se mostra como um ramo promissor
dentro da quimica analitica, sendo responsavel por anélises de diferentes tipos. Uma vantagem
do uso do NIR é a possibilidade da elaboracdo de modelos de previsdo qualitativos e
quantitativos. Bueno (2011) justifica que essas possibilidades de andlises se dao pela
modernidade e robustez dos equipamentos de infravermelho disponiveis no mercado, e acredita
que o crescimento do uso desse método se da pelas seguintes caracteristicas, entre vantagens e
desvantagens em relacdo aos métodos convencionais:

e A possibilidade de ensaio com 0 minimo de preparacdo de amostra;

e Rapidez na obtencéo dos espectros, calculos e apresentacdo dos resultados;

e Por ndo ser um método destrutivo, sendo a amostra preservada que posteriormente
possam ser usadas para outros fins;

e Nao ser uma técnica invasiva;

e Pela variedade de aplicacOes, sendo que esse método pode ser aplicado em qualquer

molécula que possua ligagdes C-H, N-H, S-H ou O-H;

e A possibilidade de aplicagdo dessa técnica em amostras liquidas, solidas ou pastosas;

e Por ser uma técnica limpa, ndo utiliza reagentes, logo ndo produz residuos que possam
ser danosos ao meio ambiente;

e Apresentam uma pequena necessidade de manutencéo, e o aparelho de NIR pode ser
utilizado em vérios ambientes.

Apesar dessas vantagens a espetroscopia NIR apresenta algumas desvantagens como:
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A andlise de solucbes aquosa pode se apresentar dificultosa, ocorrendo a alta

absorbancia e pode elevar os espectros e sobrepor bandas de detecc¢do importantes para

a analise (JAMROGIEWICZ, 2012);

e Técnica sensivel apenas a presenca de grupos funcionais, ou seja, ligagdes quimicas
(MONTEIRO, 2007);

e Técnica ndo aconselhavel a amostras muito heterogéneas (MONTEIRO, 2007);

e Necessidade de um método de referéncia para sua calibracdo (BUENO; 2011).

Muitas dessas desvantagens podem ser contornadas com a aplicacdo de técnicas
qguimiométricas, se fazendo necessario a aplicagbes de correcGes espectrais através dos
tratamentos de dados (MAGALHAES, 2014).

O uso da espectroscopia NIR vem ganhado muitas aplicagdes nos setores industriais e
ndo industriais. Essa disseminacao se da pela sua capacidade de analise de diferentes matérias,
e também pelo seu custo-beneficio. Essas facilidades possibilitaram a aplicacdo dessa técnica
nos setores da pecuaria, energético, farmacéutico, veterinario e dentre outros (PASQUINI,
2003; JAMROGIEWICZ, 2012).

Apesar dessa multidisciplinariedade é no setor alimenticio que a espectroscopia no NIR
ganha espaco e ja foi empregada em diversos segmentos como na avaliagdo da qualidade de
adocantes de mesa (TOZETTO; DEMIATE; NAGATA, 2006); na determinacdo de proteinas
em cafés crus (MORGANO et al., 2002); na determinagéo de caseinato macropeptideo em leite
(OLIVEIRA et al., 2018); determinacdo de acUcar total em café cru (MORGANO et al., 2007);
na qualidade da acerola (ANDRADE et al., 2002); no controle de qualidade dos cajus
(SAMAMAD et al., 2018) da soja (MARCHESE et al.,, 2018) e da manga (BETEMPS;
FACHINELLO; GALARCA, 2011).
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4. METODOLOGIA

A pesquisa ocorreu em uma parceria entre a Universidade da Integragdo Internacional
da Lusofonia Afro-Brasileira (UNILAB), e a indUstria de formulagdes de produtos enterais
Nuteral®, com sede em Fortaleza, Ceara, Brasil. Para o estudo foi selecionado um tipo de
produto fabricado e comercializado por essa empresa. Por razdes éticas o produto ndo terd o

seu nome divulgado na pesquisa. No estudo, 0 mesmo sera denominado de mix enteral (ME).

4.1.Selegéo do produto enteral

O ME ¢é um AEI em p6 de coloracdo amarelo claro, comercializado em latas de folha
de flandres (445g). Esse AE apresenta-se como uma dieta rica e completa, possui uma alta
concentracdo de proteinas, e também é rico em imunomoduladores que sdo importantes para o
fortalecimento do sistema imunolégico. O ME também possui fibras alimentares, que aliviam
a constipacdo e previne a diarreia e, com isso, contribuem na manutencdo saudavel da
microbiota intestinal normal. (NUTERAL, 2012)

A escolha desse produto se da pela sua alta comercializagdo, por sua alta complexidade
de matérias-primas, e por esse ME ser constituido por cinco tipos de nutrientes diferentes que

se originam de 14 matérias-primas, como mostra a Tabela 2.

Tabela 2 — Caracterizacdo das matérias-primas do ME

Tipo Nutriente Matéria Prima
Carboidratos Maltodextrina, Neofiber Aroma de Baunilha e
Acessulfane K.
Lipideos Oleo de Canola, Oleo de Girassol e Omega 3.
Macronutrientes ; ) Caseinato de Cé.lCiO, )
Proteinas Proteina Isolada da Soja e Proteina
Hidrolisada do trigo.
Aminoacidos L- Arginina, L- Carnitina e L- Taurina.
Micronutrientes  Vitaminas e minerais Pré-mix*

*pré-mix é caracterizado por ser uma mistura rica em diferentes vitaminas e sais minerais.
FONTE: Nuteral, 2018.

4.2. Planejamento experimental e preparo das amostras
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Para a criacdo do modelo matematico foi necessario a elaboracdo do planejamento de
misturas, para isso foi utilizado o pacote software The Unscrambler X 10.4 (CAMO S.A, Oslo,
Norway) software package. sendo formuladas 100 (cem) misturas com 100g/cada a partir da
composic¢do original do ME (como sendo o ponto médio), considerando a variacdo de cada
nutrientes em 25% a mais e 25% a menos em relacdo ao ponto médio (tabela com o
planejamento no APENDICE 1). A determinacio dos teores dos nutrientes foi realizada pela
relagdo centesimal da massa pesada e a massa total da amostra, considerando o grau de pureza
declarado no laudo da matéria prima.

Ap0s a elaboracdo das misturas, as matérias primas foram pesadas em balanca analitica
(Edutec modelo EEQ9003F-B com incerteza de + 0,0001 g), tendo as massas corrigidas ao final
de cada pesagem, a fim de minimizar os eventuais erros. Posteriormente as matérias-primas
foram adicionadas em recipiente plastico, e misturados por agitagdo manual e sisteméatica em

um periodo de tempo de 5 minutos, esse procedimento foi repetido nas 100 amostras.
4.3. Obtencao dos dados espectrais
Apbs a mistura foram obtidos os dados espectrais de 800 nm a 2.500 nm pelo
equipamento de bancada Perkin Elmer Frontier NIR/MID (Figura 7), com resolugdo 16 cm™,

32 varreduras em triplicata, usando acessorio de reflectancia difusa.

Figura 7 — (A) Equipamento de bancada Perkin Elmer Frontier; (B) Destaque do acessorio de
reflectancia difusa.

Fonte: Autor, 2019.
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Para cada amostra foi obtido a média aritmética de triplicatas dos dados espectrais, em
seguida realizado estudos de pré-tratamentos dos dados, comportamento espectral, construcéo
do modelo de calibracéo e as predigdes, usando o pacote software The Unscrambler versdo X
10.4 (CAMO S.A, Oslo, Norway) software package.

4.4. Exploracéo dos dados espectrais e relagdo com macronutrientes

Antes da realizacdo das analises quimiométricas foi realizado um estudo dos espectros de
cada matéria-prima do ME, esse procedimento foi necessario para o melhor conhecimento do
material estudado. Essa classificacdo foi feita a partir do atlas desenvolvido por Workman e
Weyer (2012) para analise de espectros obtidos no NIR, cada comprimento de onda apresentado
no ME foi identificado e catalogado de acordo com a classifica¢éo do atlas (APENDICE 2).

4.5. Pré-tratamentos

O primeiro procedimento realizado foi a Correcdo Multiplicativa do Sinal (MSC),
seguido do alisamento que segundo Gris et al. (2017) sdo procedimentos Uteis para reduzir o
espalhamento de luz e diminuir os ruidos aleatorios. Apds esse processo foi verificado que na
regido espectral que correspondia a 800 nm a 969 nm apresentava-se ruidoso e sem informacao
espectral, logo essa regido foi retirada do estudo. Deste modo a regido espectral estudada
limitou-se ao comprimento de onda entre 970 nm a 2500 nm.

Outros pré-tratamentos foram aplicados no estudo, como a Variagdo normal padrédo
(SNV) e a primeira derivada de Savitsky-Golay. A eficiéncia dos pré-tratamentos foi avaliada

pela capacidade de predizer as amostras do ME.

4.6. Analise multivariada

4.6.1. PCA

O uso da técnica de analise de componentes principais (PCA) nesse estudo se justifica
pela possibilidade de reduzir a quantidade de dados, sem perder informacdes importantes. Com
a PCA também é possivel estabelecer relacdes entre amostras com caracteristicas semelhantes,
e possibilita a identificagdo dos experimentos considerados “outliers”, que sdo amostras

anbmalas.
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4.7. Calibracdo multivariada

No estudo foram empregados métodos de anélise multivariada, essa metodologia torna-
se particularmente importante em técnicas espectroscdpicas no NIR, sendo possivel manipular
dados de absorbancia espectral associaveis em mais de uma frequéncia ao mesmo tempo. Na
teoria a calibracdo multivariada é capaz de relacionar duas matrizes (X e Y), onde X é o
conjunto dos dados experimentas contendo as variaveis independentes (representadas pelas
linhas do conjunto de dados) e pelas variaveis dependentes (Y) (colunas) (PASQUINI, 2003;
CARVALHO, 2015).

A calibracdo multivariada foi realizada seguindo as orientagdes das normas padrdes
internacionais publicado na ASTN E1655-00. O conjunto de dados foi separado em dois grupos:
70 amostras para calibracédo e validacdo interna (respeitando os valores minimos e maximos de
cada nutriente estudado e as amostras do ponto central) e 30 amostras para validacdo externa.
O coeficiente de correlagdo (r), coeficiente de determinagdo (R?), erro médio quadratico de
determinacdo dos nutrientes na validacdo interna e externa (RMSECV e RMSEP,
respectivamente) e o vieis (bias) dos modelos foram avaliados para verificagdo dos modelos de
calibracdo mais robustos e eficientes.

O erro médio determinacdo dos nutrientes (RMSECV e RMSEP) foram calculados

seguindo as seguintes equacoes:

RMSECY = |25, 5: = 3)? )

1 A
RM%P=JEZEJW—WV (@)

Onde i é o valor previsionado da i amostra na calibracdo ou na predicao, yi é o valor real

da amostra fornecido pelo método de referéncia e nc € o nimero de amostra na calibracéo, e n,
€ 0 numero de amostra na predig&o.

A avaliacdo dos modelos foi realizada com objetivo de verificar a melhor correlagéo (r

mais proximo de 1), melhor coeficiente de determinacdo (R? mais proximo de 1), menor erro
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médio de determinacdo (RMSECV e RMSEP mais préximo de 0) e o0 menor vieis (bias mais
proximo de 0).

Ap0s a indicacdo dos modelos com maior desempenho na validacdo externa, esses
foram empregados na predicdo dos nutrientes em amostras de trés lotes diferentes do produto

comercializado pela empresa Nuteral ®.
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5. RESULTADOS E DISCUSOES

5.1. Analise de Componentes Principais (PCA)

A PCA dos teores das 14 matérias primas nas 100 amostras do planejamento

experimental foi realizada para identificar os padrées das amostras que possuem composicao

semelhante e o comportamento das amostras em relagdo as réplicas do produto ME

industrializado que foi escolhido (amostras 98, 99 e100).

A Figura 8 mostra o grafico de scores que correlaciona os componentes principais (PC)

1 e 2, e explica que a PC-1 foi responsavel por explicar 37% da variabilidade dos dados, e a

PC-2 é responsavel por explicar 20%. Foi possivel verificar as amostras distribuidas em seis

grandes grupos, em torno das trés amostras do ponto central (amostras circuladas de verde) que

sdo réplicas do produto enteral industrializado escolhido.

Figura 8 — Scores do PC1 e PC2 dos teores das matérias primas que comp@e o planejamento
das 100 amostras do ME, com formac&o de com seis grupos delimitados em torno das amostras
98, 99 e 100 (circundada em verde) representados pelos pontos centrais.
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Fonte: Autor, 2019.

No grafico de pesos ou loadings (Figura 9) é possivel entender as disposi¢Ges das

amostras no grafico de scores (Figura 8), sendo PC-1 (em azul) destacou a influéncia da

maltodextrina que € um carboidrato em maior abundancia no ME.
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Logo, é possivel supor que a PC-1 é representada pelos carboidratos e também que as
amostras que detém maiores quantidades de carboidratos foram dispostas na parte inferior

(negativa) do grafico de scores (Figura 8).

Figura 9 — Loadings da PC1, PC2 e PC3 obtidos das concentragdes das 14 matérias primas das
100 amostras do ME.
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CC - Caseinato de Calcio; PIS - Proteina Isolada da Soja; PHT - Proteina Hidrolisada do trigo; OC - Oleo de
Canola; OG - Oleo de Girassol; 03 - Omega 3; L-A - L- Arginina; L-C - L- Carnitina; L-T - L- Taurina; MTX —
Maltodextrina; NEO — Neofiber; AB - Aroma de Baunilha AK - Acessulfane K; PMIX: Pré-mix.

Fonte: Autor, 2019.

JaaPC-2 (em vermelho) mostra a influéncia dos aminoacidos sobre as amostras, apesar
da pouca quantidade desses micronutrientes, esta influéncia pode ser resultado dos aminoacidos
presentes nas proteinas. As amostras que se influenciaram com essa PC estdo dispostas na parte
superior (positiva) do gréfico de scores (Figura 8).

A PC-3 (em verde) ndo esta representada no grafico de scores. No entanto, essa PC
explicou uma grande parcela do estudo (15%) e o grafico de loadigns pressupde que a PC-3 é
influenciada pelos lipideos. A caracterizacdo das PC’s é de suma importancia para 0 maior
conhecimento das amostras envolvidas no estudo, e os resultados obtidos na PCA estdo de
acordo com a composi¢cdo do ME e de suas variagOes, sendo os trés nutrientes em maiores

quantidades nesse AE sdo respectivamente: carboidratos, proteinas e lipideos.

5.2. Dados espectrais de absorcdo no Infravermelho Proximo e pré-tratamentos
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Na Figura 10 podem ser observados os espectros de NIR sem nenhum tratamento
espectral. Esses espectros foram tracados no comprimento de onda que corresponde a faixa
entre 800 nm e 2500 nm das 100 amostras utilizadas para a composi¢cdo do modelo de
calibracdo. Foram observadas diferentes regides com picos espectrais, que se justifica pelas
dessemelhancas das matérias primas que compde 0 ME.

Figura 10 — Espectros do NIR originais na regido do infravermelho préximo (800-2500 nm) das
amostras do ME sem a utilizacdo de pré-tratamentos.
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Fonte: Autor, 2019.

N&o é possivel observar as diferencas entre as amostras, fato que pode ser justificado
pela presenca das mesmas matérias primas em todos os ME, mudando somente suas
quantidades. Apesar de ndo ser possivel observar as diferencas entre as amostras € possivel
identificar que os espectros apresentaram diferenca de linha de base. Segundo Souza, Madari e
Guimardes (2012) esse problema € comum em varreduras espectrais por refletdncia difusa,
principalmente em amostras em pd. Essa diferenca de altura dos espectros, chamado de
espalhamentos de luz, pode ser amenizada com o pré-tramento de correcdo de espalhamento de
luz por MSC, como observado na

Figura 11.
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Figura 11 — Espectros na regido do infravermelho proximo (NIR) das amostras do ME na faixa
de comprimento de onda entra 970-2500 nm com preé-tratamento de MSC.

09

£

081

< / v

970 1020 1078 1134 1190 1246 1304 1362 1420 1478 1536 1594 1652 1708 1766 1824 1882 1940 1998 2054 2112 2168 2226 2282 2340 2398 2456
Comprimento de onda (nm)

Fonte: Autor, 2019.

Na

Figura 11 foi retirada a faixa de comprimento 800-970 nm por apresentar forte ruido espectral.
Essa regido apresentou-se muito ruidosa mesmo com pré-tratamentos, foi observada também
através do atlas de Workman e Weyer (2012) que essa faixa ndo apresentava informacoes
relevantes para o estudo. Fazendo a comparacao entre as Figura 10 e

Figura 11 é possivel notar que os espectros ficaram menos dispersos (mais agrupados),

e menos ruidosos.

Também foram testados outros pré-tratamentos, como o0 SNV que se assemelha com 0s
espectros tratados com MSC. No entanto 0 SNV segundo Tibola et al. (2018) é mais robusto
que o MSC, por ndo utilizar o espectro médio como referéncia. Na Figura 12 é possivel

visualizar as 100 amostras do ME com SNV.
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Figura 12 — Espectros NIR na regido do infravermelho préximo (970-2500 nm) das amostras do
ME pré-tratados com SNV.
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Fonte: Autor, 2019.

Ap0s esse procedimento foi aplicado a primeira derivada de Savitzy-Golay nos espectros
pré-tratados com MSC (Figura 13A) e também nos espectros pré-tratados com SNV (Figura
13B). Os espectros de primeira derivada apresentaram ruido dos dados e isso podera causar
prejuizos durante a etapa de construcdo dos modelos. Nesses casos, 0 uso de suavizagdo pode
ser interessante.

A Figura 13C mostra o efeito da suavizacgéo Savitzy-Golay de 5 pontos nos 100 espectros
com a primeira derivada de Savitzy-Golay. O uso das derivadas, segundo Ferreira (2015) é
recomendada para corre¢do de algum possivel deslocamento do espectro, que pode ser causado
pelo tipo de amostra ou até mesmo por algum erro instrumental. Esse tipo de deslocamento é
comum em espectros de refletdncia difusa, e esse problema pode ser solucionado com a

aplicacdo da primeira derivada de Savitzy-Golay.
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Figura 13 — Espectros NIR na regido do infravermelho préximo (970-2500 nm) das amostras do ME.
Sendo A: Espectros com pré-tratamento de primeira derivada de Savitzy-Golay e MSC; B: Espectros
com pré-tratamento de primeira derivada de Savitzy--Golay e SNV; C: Espectros com pré-tratamento de
primeira derivada de Savitzy-Golay adicionada a suavizag¢do com 5 pontos.
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Fonte: Autor, 2019.
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5.3. Modelos de calibragéo e validacéo interna

Para a determinacdo quantitativa dos nutrientes do ME foram criados modelos
matematicos utilizando o algoritmo de Regressdo por Minimos Quadrados Parciais (PLS), que
segundo Lobato (2018), € amplamente utilizada no estudo multivariado de diversos produtos e
com esse método é possivel estudar o padréo de qualidade de alimentos, bem como possiveis
adulteracdes dos mesmos.

Na identificagdo dos modelos mais robusto e eficiente, foram produzidos sete modelos
com diferentes pré-tratamentos dos dados espectrais para cada tipo de nutriente, no qual, suas
respectivas potencialidades foram medidas pelos parametros estatisticos: R, correlacéo linear,
RMSEC (erro da calibracdo), RMSECYV (erro da validacdo interna) e Bias. Os resultados dos
modelos de calibragdo e validagéo interna (com validacgdo cruzada total) estdo na Tabela 3.

Atraveés da Tabela 3 € possivel observar que os modelos de calibracdo (70 amostras)
elaborados para 0s macronutrientes possuiram melhores respostas estatisticas que os modelos
de micronutrientes. Para os aminoacidos adicionados (L-taurina, L-carnitina e L-arginina) foi
considerado inicialmente na avaliacdo dos modelos a soma dos 3 aminoacidos, assim também
para a matéria prima de mix de vitaminas e minerais, para que nas proximas etapas sejam feitos
melhoramentos dos modelos mais dedicados a esses componentes.

Analisando os resultados, pode-se verificar que os modelos sem nenhum pré-tratamento
possuem menor desempenho. Para os macronutrientes os melhores modelos foram aqueles que
sofreram menos pré-tratamento, em geral apenas com correcdo de espalhamento de luz. Os
modelos para os micronutrientes apresentam melhor desempenho quando adicionados a
primeira derivada, esse resultado é esperado, visto a necessidade de atingir as diferencas
minimas dos espectros.

E importante mencionar a necessidade de eliminacdo de algumas amostras (conhecido
normalmente de outleirs) durante a modelagem, 2 ou 3 amostras, que tiveram algum
comportamento indesejado de piora do modelo. Para demonstracdo da identificacdo das
amostras andmalas, a Figura 14 — Predicao versus referéncia dos carboidratos e proteinas com
a presenca de outliers em A e C, e respectivamente sem outliers em B e D. possui 2 modelos

de calibracéo e seu melhoramento com a eliminagéo de 2 amostras.
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Tabela 3 — Resultados estatisticos de calibracdo e validacéo interna de modelos de regressao por minimos quadrados parciais (PLS) do ME, submetidos diferentes
pré-tratamentos espectrais (n=70).

Calibracgao Validacéo interna (cruzada)
Nutriente Pré-processamento Faixa
R2 | Correl. | RMSEC R2 | Correl. | RMSEVC
g. 100g*
SEM PRE-PROCESSAMENTO 0,968 | 0,984 1,357 0,964 | 0,982 1,455
MSC S/ OUT. 0,995 | 0,997 0,548 0,996 | 0,996 0,618
. . SNV S/ OUT. 0,989 | 0,994 0,804 | 0,988 | 0,994 0,851
Carboidratos totais PRIMEIRA DERIVADA + SUAVIZACAO S/ OUT. 38.1-629 5503 | 0.996 0,628 | 0,993 | 0,996 0,657
MSC + PRIMEIRA DERIVADA + SUAVIZACAO S/ OUT. 0,978 | 0,989 1,128 0,984 | 0,992 0,967
SNV + PRIMEIRA DERIVADA + SUAVIZAGAO S/ OUT. 0,995 | 0,997 0,543 0,993 | 0,99 0,631
SEM PRE-PROCESSAMENTO 0,951 | 0,975 1,043 0,944 | 00971 1,114
MSC S/ OUT. 0,980 | 0,990 0,669 0,975 | 0,987 0,744
Proteina totais SNV S/ OUT. ] 146240 0963 0081 0,915 0,958 | 0,979 0,975
PRIMEIRA DERIVADA + SUAVIZAGAO S/ OUT. ’ ~ 170,985 | 0,992 0,571 0,976 | 0,989 0,697
MSC + PRIMEIRA DERIVADA + SUAVIZACAO S/ OUT. 0,986 | 0,993 0,563 0,982 | 0,990 0,677
SNV + PRIMEIRA DERIVADA + SUAVIZACAO S/ OUT. 0,986 | 0,993 0,556 0,993 | 0,996 0,631
SEM PRE-PROCESSAMENTO 0,965 | 0,982 0,642 0,959 | 0,979 0,697
MSC S/ OUT. 0,982 | 0,991 0,463 0,978 | 0,989 0,507
Lipideos totais SNV S/ OUT. _ 10913 0981 0990 0,472 0,970 | 0,984 0,603
PRIMEIRA DERIVADA + SUAVIZACAO S/ OUT. ! ! 0,983 0,991 0,448 0,978 0,989 0,512
MSC + PRIMEIRA DERIVADA + SUAVIZAGAO S/ OUT. 0,983 | 0,991 0,427 0,975 | 0,987 0,539
SNV + PRIMEIRA DERIVADA + SUAVIZAGAO S/ OUT. 0,984 | 0,992 0,526 0971 | 0,985 0,588
SEM PRE-PROCESSAMENTO 0539 | 0,734 0,355 0482 | 0,694 0,379
MSC S/ OUT. 0,340 | 0,583 0,425 0,205 | 0,453 0,471
inoacidos adicionad SNV S/ OUT. 14-26 [ 0343 ] 0586 0,423 0,208 | 0,456 0,471
Aminoacidos adicionados PRIMEIRA DERIVADA + SUAVIZACAO S/ OUT. 0,724 | 0,851 0274 | 0,488 | 0,698 0,374
MSC + PRIMEIRA DERIVADA + SUAVIZAGAO S/ OUT. 0,589 | 0,767 0,335 0,324 | 0570 0,436
SNV + PRIMEIRA DERIVADA + SUAVIZACAO S/ OUT. 0,636 | 0,797 0,315 0,316 | 0,562 0,438
SEM PRE-PROCESSAMENTO 0,483 | 0,695 0,263 0,226 | 0,476 0,331
MSC S/ OUT. 0,400 | 0,635 0284 | 0,153 | 0,301 0,348
Vitaminas e minerais SNV S/ OUT. _ o5 a3 | 0270 0520 0,313 0,049 | 0,223 0,371
PRIMEIRA DERIVADA + SUAVIZAGCAO S/ OUT. P 0,736 | 0,858 0,268 0,500 | 0,707 0,370
MSC + PRIMEIRA DERIVADA + SUAVIZAGCAO S/ OUT. 0,603 | 0,776 0,231 0,227 | 0,503 0,327
SNV + PRIMEIRA DERIVADA + SUAVIZACAO S/ OUT. 0,734 | 0,856 0,189 0214 | 0,463 0,343

n - Ndmero de amostras; R 2 - coeficiente de determinagdo; C — correlagdo linear; RMSEC - erro quadrado médio de calibracdo; RMSEVC - Erro Quadrado Médio De Validacdo Cruzada.
Fonte: Autor, 2019.
52



Figura 14 — Predicdo versus referéncia dos carboidratos e proteinas com a presenca de outliersem A e C, e
respectivamente sem outliers em B e D.
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Fonte: Autor, 2019.

Os graficos representados nas Figura 14A e Figura 14B mostram os valores de
referéncias e de predigdo de carboidratos usando os pré-tratamento MSC, com as 70 amostras
de calibragdo e com 68 amostras, apos eliminacdo de 2 amostras anémalas (amostras 7 e 14).
Os graficos representados nas Figura 14C e Figura 14D mostram os valores de referéncias e de
predicédo de proteina total usando os pré-tratamento MSC, com as 70 amostras de calibragéo e
com 68 amostras, apds eliminacao de 2 amostras anémalas (16 e 18).

A eliminagdo dessas amostras trouxeram beneficios aos parametros estatisticos de
avaliacdo dos modelos, em especial a raiz do erro médio de calibracdo (RMSEC), no caso do
modelo de carboidrato diminuindo o erro de 1,24 para 0,55 g.100g™* e no modelo da proteina
diminuindo o erro de 0,97 para 0,67 g.100g™.

Outros autores também retiram as amostras anémalas para melhorarem seus modelos,
como a exemplo Santos, Gomidei e Sousa (2009) que usaram dessa técnica para melhorar

modelos de calibracdo de umidade de madeiras e de polpa celulésica, no estudo também foi
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utilizado a espectroscopia NIR. Segundo Dallagnol et al. (2013) ao retirar as amostras andmalas
ocorre a diminuicdo da distancia entre os espectros (conhecido também como distancia de
Mahalanobis) do conjunto de calibracdo. Por consequéncia também € diminuido a disperséo
entre 0s espectros, e quando aplicado o algoritmo de PLS o RMSE apresenta melhoras
significativas.

Para Urbano-Cuadrado et al. (2004) modelos de calibracdo com valores de R2 superiores
a 0,900 indicam excelente precisdo, entre 0,700 e 0,900 significam que aquele modelo apresenta
uma boa precisdo. Segundo o autor valores de R?2 menores que 0,700 permite o uso analitico
apenas de triagem, que permitem classificar as amostras em valores baixos, médios e elevados.
Essa classificacdo também é muito utilizada no controle de qualidade de véarios produtos
industrializados, principalmente na industria alimenticia.

A partir dessas informacdes é possivel verificar que todos os modelos de
macronutrientes apresentaram uma excelente precisdo quanto se analisa seus R?, em destaque
as 0s modelos de carboidratos totais pre-tratado com MSC e o0 modelo tratado com SNV e a
primeira derivada, ambos apresentaram R2 = 0,995.

Os modelos de calibracdo para proteinas e lipideos totais foram classificados como
excelente, sendo apresentado R2 superiores a 0,900, inclusive 0os modelos sem nenhum tipo de
tratamentos quimiométricos. Em contrapartida nenhum modelo dos micronutrientes
apresentaram-se como excelente segundo a classificacdo de Urbano-Cuadrado et al. (2004),
porém em alguns pré-tratamentos com derivadas possuiram classificacdo com boa precisao.
Apesar dessas informages so é possivel identificar se um modelo realmente tem boa preciséo
com a etapa de validacdo externa, sendo esses avaliados com amostras que ndo participaram da

etapa de calibracao.

5.4. Validagéo externa

Assim como na calibracdo, na previsdo também foi evidenciada as diferencas entre as
qualidades de precisbes entre 0s macros e micronutrientes. Todos 0s macronutrientes
apresentaram excelentes parametros estatisticos, sendo que todos exibiram R2 > 0.980. Os
modelos de carboidratos, proteinas e lipidios totais que foram pré-tratados com MSC
mostraram-se semelhantes aos modelos pré-tratados com SNV com um teste F = 0,9821
apresentando um nivel de confianca de 95%. Esses foram os modelos que apresentaram 0s

melhores resultados estatisticos. As Figura 15 e Figura 16 demostram os graficos de relacdo
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entre os valores de carboidratos preditos pelo modelo com pré-tratamentos MSC e SNV,

respectivamente.

Figura 15 — Gréfico da relagdo entre os valores de carboidratos preditos pelo modelo (com pré-

tratamento MSC) vesus os valores de referéncias.
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Fonte: autor, 2019.

Figura 16 — Grafico da relagéo entre os valores de carboidratos preditos pelo modelo (com pré-

tratamento SNV) vesus os valores de referéncias.
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Nos dois pré-tratamentos, MSC e SNV, os modelos tiveram a mesma eficiéncia da

predicio das amostras de validacdo externa, com R? = 0,99 e RMSEP = 074% (g.100g™}).
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Ambas as previsdes de carboidratos apresentaram uma acuracia boa, sendo que todas as
amostras testes nesse estudo se localizaram na linha de regressdo ou proximo dela, o que
comprova ainda mais a semelhanca e o poder de previsdo desses modelos.

A semelhanca entre 0os modelos que foram pré-tratados com SNV e 0 MSC também foi
observada nos modelos de previsdo dos micronutrientes, no entanto, esses modelos ndo
apresentaram tamanha precisdo como o dos macronutrientes. Para esses, 0s modelos que foram
aplicados somente o SNV e o MSC ndo obtiverem respostas boa estatisticas, sendo melhorada
quando o SNV e o MSC foram adicionadas a primeira derivada de Savitzy-Golay, resultados
apresentados na Tabela 4.

Em destaque a previsdo dos aminoacidos obtidos dos modelos que foram aplicado o
MSC com suavizagdo associada a primeira derivada de Savitzy-Golay, com R2 = 0,744 e
correlacdo = 0,875, além disso a distancia entre os espectros foi considerada boa (RMSEP =
0,265) o que promove maior acuracia ao modelo.

Tabela 4 — Resultados estatisticos de validacdo externa, submetidos diferentes pré-tratamentos
espectrais (n=30).

Nutriente Modelo Falxa_l Correl. | RMSEP
g. 100g
SEM PRE-PROCESSAMENTO 0,992 1,010
MSC S/ OUT. 0,995 0,746
Carboid SNV S/ OUT. i 0,994 0,743
art é)tlairsatos PRIMEIRA DERlv%%AT'+ SUAVIZACAO S/ 381629 0,093 0,941
MSC + PRIMEIRA DERIVADA + SUAVIZACAO
S/ OUT. 0,990 1,11
SNV + PRIMEIRA DERIVADA + SUAVIZACAO
S/ OUT. 0,993 0,922
SEM PRE-PROCESSAMENTO 0,981 0,955
MSC S/ OUT. 0,987 0,768
SNV S/ OUT. 0,987 0,770
Proteinas PRIMEIRA DERIVADA + SUAVIZACAO S/ B
totais OUT. ) 14,6 - 24,9 0,989 0,732
MSC + PRIMEIRA DERIVADA + SUAVIZACAO
S/ OUT. 0,991 0,651
SNV + PRIMEIRA DERIVADA + SUAVIZACAO
S/ OUT. 0,991 0,669
SEM PRE-PROCESSAMENTO 0,966 1,007
MSC S/ OUT. 0,984 0,639
’ SNV S/ OUT. 0,984 0,642
Lipideos PRIMEIRA DERIVADA + SUAVIZAGCAO S/ 3
totais OUT. ) 10,9-18,3 0,981 0,692
MSC + PRIMEIRA DSE/R(I)\L/J?DA + SUAVIZACAO 0,82 0,676
SNV + PRIMEIRA Dg/R(l)\L/J/?PA + SUAVIZACAO 0,082 0,679
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SEM PRE-PROCESSAMENTO 14 26 0,625 0,424
MSC S/ OUT. ' ’ 0,364 0,517
] SNV S/ OUT. 0,369 0,515
Aminoécidos PRIMEIRA DERIVADA + SUAVIZACAO S/
adicionados OuUT. _ 0,681 0,400
MSC + PRIMEIRA DERIVADA + SUAVIZAGCAO
S/ OUT. 0,875 0,265
SNV + PRIMEIRA DERIVADA + SUAVIZACAO
S/ OUT. 0,520 0,462
SEM PRE-PROCESSAMENTO 0,329 0,241
MSC S/ OUT. 0,314 0,219
SNV S/ OUT. 0,312 0,220
Vitaminas e PRIMEIRA DERIVADA + SUAVIZACAO S/ B
Minerais OuUT. _ 25-43 0,831 0,132
MSC + PRIMEIRA DERIVADA + SUAVIZAGAO
S/ OUT. 0,868 0,110
SNV + PRIMEIRA DERIVADA + SUAVIZACAO
S/ OUT. 0,918 0,087

C — Correlacéo linear; RMSEP - erro quadrado médio de previsdo; S/ OUT — sem outliers.
Fonte: Autor, 2019.

As vitaminas e minerais também apresentaram melhores previsdes quando foram
usados modelos pré-tratados com primeira derivada Savitzy-Golay. Em destaque observamos
as previsdes externas obtidos do modelo que foi aplicado o SNV, suavizagdo e primeira
derivada, no qual o RMSEP foi o menor entre todos, incluindo as previsdes de macronutrientes,
sendo 0,087, o que demostra o desempenho satisfatorio para a previsao desse nutriente como é

demostrado na Figura 17.

Figura 17 — Gréfico da relacdo entre os valores de carboidratos preditos pelo modelo (com
pré-tratamento SNV e 12 derivada) vesus os valores de referéncias.

Predicted vs. Reference

Elements: 30

Slope: 0,7406829)
Offset: 1,1029747
Correlation:  0,9180736]
R2(Pearson): 0,8428591
R-Square:  0,8303512
RMSEP;  0,0876259
SEP: 0,089092
Bias: 0,0023447,

~ =~ o~
— T~ w

~

Predicted Y (VVT, Factor-3)
<o P3ey
oo o

g3
—~

R
o>

34 35 36 37 38 39 1 ¥ 42 43
Y Reference

k<)
<o

Fonte: Autor, 2019.

57



Na tentativa de melhorar os resultados dos modelos dos micronutrientes foram
construidos novos modelos com faixas espectrais mais sensiveis as ligacfes quimicas
caracteristicas dos aminoacidos. Esses novos modelos foram possiveis pela prévia identificacao
das bandas espectrais verificadas, relacionadas aos aminoacidos L-Carnitina, L-Arginina e L-
Taurina. Para determinacdo das regides espectrais do aminoécido foram buscadas as faixas que
correspondiam ao grupo organico das aminas (NH) que estd na estrutura molecular dos
aminoacidos, e que segundo o atlas desenvolvido por Workman e Weyer (2012), é caracteristico
da faixa de comprimento de onda entre 1500 nm a 2399 nm.

A Tabela 5 mostra a calibracdo e a validagdo externa realizada para essa técnica, com
dados de modelos com diferentes pré-tratamentos de suavizacdo de Savitzy-Golay (50 pontos),
MSC na faixa que correspondia ao grupo das NH (modelo que apresentou maior acuracia para
0s aminoéacidos) e primeira derivada. As amostras usadas para calibracao e para validacao foram

as mesmas que foram usadas para a elaboracdo dos aminodacidos totais dos modelos anteriores.

Tabela 5 — Calibracéo e validacdo externa dos aminoacidos L-carnitina, L-arginina e L-taurina
(mg. 100g™?) utilizando suavizagdo de Savitzy-Golay (50 pontos) e MSC e primeira derivada na
faixa entre 1500 nm a 2399 nm.

Faixa Calibracao Validagdo externa
Aminoacido | mg. | n | R? C |RMSEC| n | R? C | RMSEP
100g-1
L-Carnitina | 20,4 -
(MSC) 702 700,768 | 0,876 | 5,822 (300,584 |0,764| 7,26
L-Arginina | 1423,3
(MSC) - 700,838 |0,915| 201,7 |[30(0,745|0,863| 256,0
2485,6
L- Taurina | 20,8 -
(MSC) 617 700,787 {0,887 | 558 [30(0,609]|0,780| 7,57
L-Carnitina | 1423,3
(MSC+12 69 | 0,764 | 0,874 | 5,913 (300,607 |0,779 | 6,97

deriva) 2485,6
L-Arginina | 1423,3

(MSC+18 - 690,992 | 0,996 | 43,73 |30 0,808 | 0,900 | 241,22
deriva) 2485,6

L- Taurina 20.8 -

(MSC+12 6i7 69 | 0,818 | 0,904 5,12 300,584 | 0,764 | 7,80
deriva) '

n - Numero de amostras; R 2 - coeficiente de determinagdo; C — correlagdo linear; RMSEC - erro
quadrado médio de calibragdo, RMSEP - erro quadrado médio de previséo.
Fonte: Autor, 2019.
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Os dados estatisticos apresentados na Tabela 5 mostraram eficiéncias semelhantes aos
modelos de cada aminoacido com diferente pre-tratamento. Para Soares (2017) o grande
numero de variaveis pode influenciar na qualidade dos modelos gerados, principalmente na
previsdo de unidades em pequenas quantidades, como é o caso dos aminoacidos nos AE. O
autor ainda relata que a selegdo de variaveis ajuda a tornar o modelo mais robusto, e ainda torna
sua acuracia mais elevada. Nesse pensamento ainda foram utilizados outros programas de
tratamentos de dados como o matlab versdo 2010 para verificar a existéncia de regioes
espectrais mais sensiveis para os aminoacidos, no entanto, ndo foram observadas melhores
respostas estatisticas.

Apesar dessas premissas 0s resultados obtidos na Tabela 5 sdo interessantes, pois para
a quimiometria o ideal é alterar menos os dados espectrais de absorbancia para encontrar boa
relacdo na calibracdo multivariada. Isso foi possivel verificar que quando usado a regido
espectral caracteristica da absorcdo das ligagdes quimicas presentes nos aminoacidos geram
modelos com a mesma eficiéncia, entre o que tiveram apenas corre¢do do espalhamento de luz

(MSC) com aqueles tratados com primeira derivada.

5.5. Previsdo de amostras comercializaveis

Apdbs o processo validacdo externa os modelos com melhores respostas estatisticas
foram selecionados para prever amostras do ME comerciais proveniente de trés lotes distintos
(Lote 5701, Lote 5626, Lote 5626 to). De cada lote foram retiradas trés amostras diferentes de
modo aleatdrio. Todas as amostras foram processadas e analisadas usando 0s mesmos
procedimentos das amostras do planejamento experimental retratado na seccao 4.2.

Os dados espectrais das nove amostras foram inseridos na matriz de dados e submetidas
aos mesmos pré-tratamentos que seus respectivos modelos. As predi¢6es dos nutrientes foram
realizadas utilizando o modelo mais robusto de cada tipo de nutriente, a partir de suas acuracias
observadas na etapa de validacédo externa.

Um estudo foi realizado para verificacdo da semelhanca do comportamento espectral
das 3 amostras do ponto central do planejamento experimental (98, 99 e 100) com as 9 amostras
do produto enteral industrializado e as diferencas deles com as amostras que possuem a menor
guantidade (amostra 94) e a maior quantidade de carboidrato (amostra 97), apresentado na

Figura 18.
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Figura 18 — Dados espectrais (com pré-tratamento MSC) das trés amostras do ponto central do

planejamento experimental

médio (Exp. 98,99,100), 9 amostras do produto enteral

industrializado e espectros das amostras com valor minimo (amostra 94) e valor maximo (97)

de carboidratos.
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Fonte: Autor, 2019.

Esse estudo foi possivel verificar que a regido em torno do comprimento de onda 2100

nm (regido de combinacdo do grupo R-OH) apresenta a menor banda de absorcdo para amostra

94 (azul claro), a maior banda para amostra 97 (rosa) e o conjunto das demais amostras entre

os dois espectros. O que se pode afirmar que se trata da regido mais sensivel as ligacdes

quimicas dos carboidratos presentes nas amostras enterais.

Essa resposta também foi observada na predi¢do quantitativa dos macronutrientes ME,

como mostrado na Tabela 6. O mesmo néo foi observado nos micronutrientes, sendo que suas

predicBes apresentaram desvios padrdes consideraveis. As predi¢fes dos nutrientes estdo

coerentes com os dados fornecidos pelo rétulo do produto, com erro médio de + 2,1% para 0s

macronutrientes e de + 3,9 para 0s micronutrientes.
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Tabela 6 — Predicdes de nutrientes do ME utilizando modelos com melhores respostas estatisticas.

Nutriente Modelo Amostras Lote 5701 Lote 5626 Lote 5626 to
_ _ Amostra0l | 51,8+ 1,0 538+24 | 519422
Carb;'.dlrgggf"ta's SUAVIZAGAO + MSC Amostra02 |  526+10 | 53724 | 52921
Amostra03 |  53,7+1,2 542+24 | 536+22
] _ Amostra01 | 20,4+ 1,0 215+14 | 204+12
rotelnes 1ouais MSC + SUAVIZAGAO + PRIMEIRA DERIVADA | Amostra02 |  180+10 | 193+13 | 194%13
g- =99 Amostra03 | 17,7+ 1,0 193+13 | 192+12
Linideos totais ) Amostra01 | 16,6 + 3,1 142+27 | 154+21
. 10001 SUAVIZACAO + MSC Amostra02 | 16,2 +3,0 142+26 | 142+22
Amostra03 | 16,3+ 3,3 141+25 | 141+25
. _ Amostra0l | 364+19,7 | 369+47,9 | 37,4+39,0
';nga{gg'g”f‘ SUAVIZAGAO + MSC Amostra02 | 36,0199 | 36,8457 | 37,0+416
Amostra03 | 357+180 | 365+47,5 | 367420
N Amostra0l | 0984+14 | 2122+1,0 | 2337+172
"é.Alrggg_Ta SUAVIZACAO + MSC Amostra02 | 0,995+15 | 2238+12 | 2,329+12
Amostra 03 0,821+14 1,964 +1,1 2,009+1,3
) Amostra 01 35,9+19,7 36,4 +479 36,1 £ 39,0
r';]gTi‘gB'g? SUAVIZACAO + MSC Amostra02 | 355+19.9 | 36,3+457 | 36,5+416
Amostra 03 35,2+18,0 36,1 +47,5 36,3 +42,0
o o Amostra 01 42+05 43+05 43+06
V'tam'”afozml'”e"as SNV + SUAVIZACAO + PRIMEIRA DERIVADA | Amostra 02 41+05 43+06 43+0,6
J- =70 Amostra 03 42+05 43+0,6 42+06

Fonte: Autor, 2019.
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Os resultados da tabela 6 revelam as potencialidades da utilizacdo do NIR para a
quantificacdo de macronutrientes em alimentos para uso enteral, que pode ser util inclusive para
testagem rapida de seus controles de qualidade. Diferentemente, 0s micronutrientes mesmo com
a utilizacdo de outras ferramentas quimiométricas ndo apresentaram resultados estatisticos
satisfatérios para ser considerado eficaz na determinacdo do controle de qualidade desse
alimento. Autores como Bueno (2011) relatam que a NIRS nédo apresenta bons desempenhos
para analisar amostras muito heterogénicas, principalmente quando o elemento pesquisado
representa uma por¢cdo muito baixa em relacdo aos outros que compde a massa total da
substancia analisada.

De modo geral as andlises quantitativas de micronutrientes por NIR se apresenta como
um desafio. Caramés (2016) afirma que baixas concentracdes de um elemento em uma amostra
dificulta a melhor performance do modelo, chegando a essa concluséo em estudos relacionados
ao néctar de diferentes frutas. Botelho (2014) relata que a técnica NIRS em alimentos apresenta
baixa sensibilidade, apresentando limite de deteccdo de aproximadamente de 0,1% (p/p)*,
inviabilizando, segundo a autor, a utilizacdo do NIRS na determinacgdo de compostos em baixas
concentracoes.

N&o foi encontrado na literatura trabalhos que determinaram micronutrientes em
alimentos de uso enterais, sendo este um trabalho piloto nessa abordagem. Buscas sobre a
quantificacdo de micronutrientes em alimentos, foram observadas em trabalhos como o de
Ferrarini (2004) que determinou valores nutricionais de minerais, através de modelos de

regressao, sendo que o experimento também ndo apresentou bom desempenho.
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6. CONCLUSAO

A técnica de espectroscopia no infravermelho préximo (NIR) associada a ferramentas
quimiométricas permitiu a elaboracdo de modelos de calibragdo multivariada com boa
eficiéncia na determinagéo de nutrientes em alimento enteral industrializado. Esse resultado
foi possivel pela construcdo de um planejamento experimental de misturas com 25% de
variacdo nos teores dos nutrientes.

Foi verificado que a correcdo de espalhamento de luz (MSC) é o pré-tratamento
eficiente para obter modelos robustos para os macronutrientes, usando a faixa espectral
completa do infravermelho proximo, sendo possivel estudar quantitativamente cada nutriente
estudado. Para os micronutrientes a correcdo do espalhamento de luz foi eficiente para modelos
com faixa espectral mais sensivel as ligaces quimicas dos aminoacidos.

Para os modelos dos aminoacidos adicionados, os resultados estatisticos da calibragdo
e da validacdo externa apresentaram bom desempenho, porém, quando foram empregados para
previsdes nas amostras de lotes comercializados os resultados apresentaram baixa precisao e
exatiddo, o que pode ser resultado das baixas porcentagens desses nutrientes no produto
pesquisado, prejudicando a obtencdo de sinais obtidos pelo equipamento de NIRS. Uma
alternativa para melhorar estatisticamente esses modelo séria a analise das concentragdes desses
aminoéacidos utilizando a analises pelo método padrdo como a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) e ndo somente pelas massas das misturas, criando assim correlagdes mais
precisas entre a quantidade de nutriente e os espectros NIR.

Apesar disso a inovagdo do uso dessa técnica no estudo de componentes bioquimicos
de alimentos de uso enteral apresentam vantagens quanto a utilizagdo do método de referéncia,
incluindo rapidez, praticidade, economia com reagentes, ndo geracdo de residuos e
possibilidade de comercializacdo das amostras analisadas por ndo serem destruidas ou

processadas e isso tem um impacto positivo nas industrias deste segmento.
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