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RESUMO

DETERMINACAO DOS NUCLEOTIDEOS INOSINA 5° MONOFOSFATO (5'IMP) E
GUANOSINA 5° MONOFOSFATO (5°GMP) EM EXTRATO INDUSTRIAL DE
LEVEDURA UTILIZANDO A QUIMIOMETRIA E A ESPECTROFOTOMETRIA

Esta sendo proposto neste trabalho, um método espectrofotométrico
para determinar simultaneamente os compostos Inosina 5’monofosfato (5’'IMP) e
Guanosina 5’'monofosfato (5’GMP) em extratos de levedura seco (produto final) e
em amostras do processo, utilizando a técnica de espectrofotometria UV-Vis
combinada com ferramentas quimiométricas. Atualmente, 5’'IMP e 5’GMP podem ser
determinados por métodos cromatograficos que possuem um alto custo operacional
(equipamento, consumiveis e manutencdo) e demandam maior tempo para a
obtencdo dos resultados. Assim, o desenvolvimento de métodos que possibilitem
uma quantificacdo rapida desses compostos e com menor custo € importante do
ponto de vista industrial, principalmente no que diz respeito ao controle de
processos. O 5'IMP e o 5GMP possuem absor¢do em comprimentos de onda muito
proximos (248 e 253 nm, respectivamente), havendo uma sobreposicdo dos
espectros de UV-VIS. Utilizou-se o programa Pirouette versdo 4.5 para aplicar as
ferramentas quimiométricas, sendo que os resultados cromatograficos foram usados
para a calibracdo dos modelos de regresséo. O procedimento experimental baseou-
se na diluicdo das amostras e obtencdo dos espectros na faixa de 200 a 350 nm.
Aplicou-se andlise exploratéria a partir da PCA (Principal component analysis) e o
método de calibracdo PLS (Partial least squares). Trés tipos de pré-processamentos
foram utilizados para o célculo do modelo PLS: normalizacdo dos espectros,
primeira derivada e centrar os dados na média. Os modelos de regressao foram
validados com amostras diferentes das utilizadas nos modelos. O método proposto
constitui-se em uma estratégia simples e de baixo custo para a quantificacdo dos
compostos 5’'IMP e 5’GMP em amostras derivadas de levedura, como extrato de
levedura (produto final) e amostras das fases do processo, aumentando a

assertividade do processo e produtividade da empresa.

Palavras chave: Quimiometria, Espectrofotometria, Nucleotideos, Inosina
5’monofosfato (5’IMP), Guanosina 5’monofosfato (5°GMP).
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ABSTRACT

CHEMOMETRICS TOOLS TO DETERMINE THE NUCLEOTIDES INOSINE 5'-
MONOPHOSPHATE (5'IMP) AND GUANOSINE 5-MONOPHOSPHATE (5°GMP) IN
INDUSTRIAL YEAST EXTRACT USING SPECTROPHOTOMETRY AND
CHEMOMETRIC TECHNIQUES

It has being proposed in this paper, a spectrophotometric method to
determine simultaneously the compounds Inosine 5 'monophosphate (5'IMP) and
guanosine 5 monophosphate (5'GMP) in extracts of dry yeast (final product) and
process samples using UV-Vis spectrophotometry technique combined with
chemometric tools. Nowadays, 5IMP and 5GMP can be determined by
chromatographic methods which have high operational costs (equipment,
consumables and maintenance) and require more time due to the time spent in
obtaining the results. Thus, developing methods that provide a fast quantification of
compounds at a lower cost is important from the industrial point of view, mainly
regarding processes control. The 5'IMP and 5GMP have absorption wavelength very
close (248 and 253nm, respectively), with UV-Vis spectrum overlap. Pirouette
software version 4.5 was used to apply chemometric tools, using chromatographic
results for the calibration of the regression models. The experimental procedure was
based in dilution of the samples and obtaining spectra in the range of 200 to 350 nm.
Exploratory analysis was applied from the PCA (Principal Component Analysis) and
method of calibration PLS (Partial Least Squares). Three types of pre-processing
were used to calculate the PLS models: normalization of the spectrum, first derivative
and centering the datas. The calibrating models were validated with different samples
from the ones used in the models. The proposed method sets up a simple and low
cost strategy to identify the compounds 5'IMP and 5GMP derivatives from yeast

samples increasing the process assertivity, and company productivity.

Keywords: Chemometric, Spectrophotometric Method, Nucleotides, Inosine 5’-
Monophosphate (5’IMP), Guanosine 5’-Monophosphate (5’ GMP)
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1 - INTRODUCAO

Atualmente as leveduras estdo sendo exploradas comercialmente
através de seus constituintes como enzimas, nucleotideos, proteinas, aminoacidos,
betaglucana e mananas. Esses componentes quando isolados, apresentam
propriedades especificas de interesse em ciéncia de alimentos e nutricdo [1].

Os derivados de levedura sdo obtidos através de processos
biotecnolégicos, onde séo utilizados sistemas celulares para o desenvolvimento dos
processos industriais. Os derivados obtidos séo: levedura inativa seca (levedura
integra), levedura autolisada (proveniente da quebra enzimética ou ruptura
mecéanica), parede celular e extrato de levedura, onde os dois Ultimos sao
provenientes da centrifugacdo da levedura autolisada. O extrato de levedura é
constituido da porcdo soluvel obtida através do processo de autélise da biomassa
proveniente do crescimento de Saccharomyces cerevisiae. Esse extrato € um
ingrediente bastante utilizado pela industria alimenticia em molhos, sopas,
salgadinhos, embutidos, entre outros, além de ser considerado um suplemento
nutritivo devido a sua composicao nutricional [1, 2, 3]. O extrato de levedura possui:
proteinas, aminoacidos, vitaminas do complexo B, micro e macroelementos e RNA.
Essa composicdo ajuda a melhorar o sabor dos alimentos. Alguns extratos possui
em sua composi¢cao uma elevada concentracdo de RNA que, através de processos
biotecnoldgicos, obtém-se os nucleotideos 5’'IMP e 5’GMP. Esses sao responsaveis
pela intensificacdo natural do sabor original do alimento promovido pelo sabor
umami.

Atualmente, esses compostos sdo determinados analiticamente nas
industrias alimenticias através de técnicas cromatograficas com deteccao por arranjo
de diodos. A técnica de espectrofotometria UV-Vis combinada com ferramentas
quimiométricas pode ser utilizada na quantificacdo desses compostos. As técnicas
cromatograficas (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) apresentam um alto custo
operacional e de manutencdo. Assim, a proposi¢cdo de outros métodos analiticos
para a determinacdo de nucleotideos em extratos de levedura € uma necessidade
premente na industria de alimentos.

Com destaque na producao de extratos de levedura, a Biorigin € uma
empresa brasileira, que mobiliza conhecimentos e tecnologia para promover saude

e bem estar. Utilizando processos biotecnoldgicos, produz ingredientes naturais
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que intensificam o sabor, auxiliam na reducdo de sddio, extensdo da vida util dos
alimentos, enriguecimento nutricional de ra¢gdes e substitutos de antibidticos para
uso animal.

A Biorigin € uma unidade de negdcios da Zilor, companhia com mais
de 65 anos de experiéncia e uma das maiores produtoras brasileiras de etanol,
acucar e energia elétrica a partir da cana-de-acucar.

Foi fundada em 2003 e em 2008 adquiriu as empresas PTX Food
Corporation nos Estados Unidos e Immunocorp Animal Health, na Noruega,
ampliando e fortalecendo sua presenca no Brasil e no mundo.

A Biorigin conta também com um Centro de Pesquisa e
Desenvolvimento préprio, com trés laboratorios e equipamentos de alta tecnologia
para o desenvolvimento de novos produtos. A empresa mantém parcerias com
universidades e com 0s mais conceituados institutos de pesquisa em biotecnologia
no Brasil e no exterior.

E nesse contexto de inovagdo que surgiu a parceria Biorigin — UFSCar
para o desenvolvimento do método analitico, objeto desse trabalho. Todo o trabalho
foi desenvolvido no Laboratorio de Fisico-Quimica do Centro de Pesquisa e
Desenvolvimento (Lab. P&D) onde a autora trabalha, em parceria com o Laboratério
de Controle de Qualidade Biorigin, Unidade Quata (Lab. UQT).


http://www.zilor.com.br/

Capitulo 2

OBJETIVO E
MOTIVAGAO



Objetivo e Motivagao 5

2 - OBJETIVO E MOTIVACAO

Este projeto de mestrado profissional teve como objetivo o
desenvolvimento de um método para a determinacdo dos compostos 5 IMP e
5"GMP em extratos de levedura, utilizando a técnica de espectrofotometria UV-Vis
combinada com ferramentas quimiométricas no tratamento de dados multivariados.
Essa combinag&o possibilita a determinagdo simultdnea dos dois compostos nas
misturas e permite a diferenciacdo destes, mesmo com sobreposicado espectral. A
principal funcdo desse método é a sua aplicabilidade durante o monitoramento do
processo de producdo de extratos de levedura, por ser um método rapido para a
quantificacdo de 5’'IMP e 5’GMP em substituicdo ao método cromatografico que hoje
é utilizado, que apresenta alto custo e baixa frequéncia de amostragem.

O foco do trabalho é torna-lo prético, aplicar em escala industrial o

conhecimento gerado e adquirido na universidade.
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3- REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1- Saccharomyces cerevisiae

A levedura da espécie Saccharomyces cerevisiae faz parte do reino
fungi, da familia da Saccharomycetaceae e o0 género é Saccharomyces. Essas
leveduras s&@o organismos unicelulares, nos quais a propria célula cumpre as
funcBes vegetativas e reprodutivas. As leveduras sao fungos eucaribticos, que se
desenvolvem em meios de cultivo especiais formando colonias do tipo
leveduriformes, que sdo de maneira geral, pastosas ou cremosas, caracteristicas de
seu grupo. A Saccharomyces cerevisiae pertence ao grupo dos ascomicetos sendo
uma levedura gemulante tipica. Do ponto de vista morfolégico, possuem
aproximadamente 8 pm de diametro, sendo que este diametro varia de acordo com
0s nutrientes, condicfes ambientais, o estado fisioldgico e a idade das células [4, 5,
6].

A divisdo celular da Saccharomyces cerevisiae € geralmente
assexuada, por brotamento multilateral ou gemulagéo. No processo de brotamento,
uma nova célula denominada broto é formada como uma pequena protuberancia da
célula de origem. Este por sua vez, cresce e através da divisdo do nucleo da célula-
mae, recebe um nucleo e se separa, causando uma cicatriz na parede da levedura
[4, 7, 8]. Na figura 3.1, pode ser visualizada a divisdo celular da levedura

Saccharomyces cerevisiae, seus brotos e cicatrizes.

FIGURA 3.1 - Divisdo celular da levedura Saccharomyces cerevisiae, seus brotos e
cicatrizes.

Fonte: Esta imagem foi gentilmente cedida pela Biorigin.
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Uma célula de levedura viva requer energia para realizar suas fungoes.
A fonte desta energia sdo os nutrientes absorvidos pelas células como a glicose, que
€ altamente energética, e sua quebra libera a energia armazenada nas ligacdes
quimicas. As ligacbes quimicas desses nutrientes sdo degradadas (catabolismo)
sendo a energia liberada em forma de energia quimica, ATP (Adenosina trifosfato)
[4, 6, 9].

A espécie Saccharomyces cerevisiae, em suas diversas linhagens, é
explorada para fins industriais. E utilizada no processo de fermentacdo do alcool,
cerveja e para a producdo de biomassa de levedura. As leveduras tém vantagens
em processos biotecnolégicos, em relagdo a outros microrganismos, pela sua
capacidade de assimilar grande variedade de substratos, alta velocidade de

crescimento e por sua biomassa ser facilmente extraida [4, 5, 6].

3.2- Processos de producéao dos derivados de levedura

Para a producédo dos derivados de levedura destacam-se as etapas
operacionais que serdo discutidas nos préximos itens [10].

3.2.1- Crescimento microbiano

O crescimento microbiano da Saccharomyces cerevisiae para a
producdo de biomassa é realizado a partir do processo de cultura pura. Ocorre na
presenca do oxigénio, podendo assim ser chamada de respiracdo aerdbia. A
biomassa € composta por células integras (LI) e pode ser seca originando produtos

de levedura integra ou ser submetida a autoélise.
3.2.2- Autolise

O processo de producdo dos extratos se da através da autdlise da
biomassa de levedura. Cada extrato de levedura possui uma caracteristica, dessa
forma, parametros diferenciados sdo aplicados durante o processo. Através de
condicOes especificas de temperatura (45°C a 50°C aproximadamente) e pH (pH
6timo de acordo com o produto) os compostos intracelulares séo liberados através
da parede celular da levedura [11,12]. A biomassa autolisada € -constituida
basicamente por parede -celular (fracdo insoluvel da célula) e compostos

intracelulares (constituintes solUveis da célula), que apos passar pelo processo de
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autdlise é denominado extrato de levedura. O processo de autélise € irreversivel e
ocorre a partir da agéo sinérgica das enzimas enddgenas (glucanases, manases e
quitinases) da prépria célula [13].

A definicdo dos parametros para o rompimento celular € de grande
importancia na obtengao do extrato de levedura. Os extratos obtidos por processos
de autdlise apesar de mais demorado que o processo mecéanico de ruptura celular,
confere caracteristicas de perfil sensorial superiores aos produtos provenientes da
ruptura mecanica [10].

De acordo com o produto que sera produzido, a levedura autolisada
pode ser diretamente seca, classificando-se como levedura autolisada (LA), ou ser

submetida ao processo de centrifugacéo para dar sequéncia a outros produtos.

3.2.3- Centrifugacéo

A biomassa autolisada encaminhada para a centrifugacdo tem sua
parede celular separada do material intracelular da levedura.

A parede celular pode ser diretamente seca, classificando-se como
parede celular de levedura (PC) ou submetida a outros processos dependendo do
produto que sera produzido.

O material intracelular segue para diferentes tratamentos para posterior

producgéo dos extratos (EX).

3.2.4- Tratamentos

Para a obtencéo do produto extrato de levedura, o material intracelular
€ submetido a diferentes tratamentos, ou seja, processos com parametros
especificos de acordo com cada produto (pH, temperatura, entre outros). O
resultado séo os diversos tipos de extratos de levedura que podem ser produzidos.

O material oriundo da parede celular também pode ser submetido a
diferentes processos para obtengéo de diversos produtos, ricos em polimeros de 3-

glucanas (ligagdes B-1,3 e B-1,6), mananas, proteinas, lipidios, quitina e minerais [2].



Revisao Bibliografica 10
3.2.5- Evaporacéo e Secagem

Apoés os tratamentos especificos, 0 material da parede celular é seco
em spray dryer. O extrato de levedura é concentrado e posteriormente seco em
spray dryer, onde o produto é pulverizado em um ambiente de ar quente e seco, que
promove a evaporacao da agua resultando em um po fino com umidade entre 5 a
7%. A coloracdo do extrato de levedura é amarelo claro, com rendimento de 50 a
60% [14].

A Figura 3.2 ilustra os processos realizados na biomassa de levedura
para a obtencdo de diferentes produtos onde, (a) célula integra de levedura
proveniente do crescimento microbiano, (b) levedura autolisada, obtida através da
quebra enzimatica, (c) parede celular de levedura (parte insolavel) (d) material
intracelular para producdo do extrato de levedura (parte soluvel).
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FIGURA 3.2 - Processos realizados na biomassa de levedura (a) para a obtencéo
dos produtos: levedura autolisada (b), parede celular (c) e material intracelular para

a producéao dos extratos (d).

3.2.6- Composicdo quimica das células de Saccharomyces

cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae possui teores de RNA entre 6 a 8% com
base no peso seco, proteinas de 40 a 48%, podendo chegar a 60% no extrato de
levedura, aminoacidos, lipideos, minerais, fibras, carboidratos, glucanas, mananas, e
vitaminas do complexo B [5, 12, 14].

Devido a essa composicdo, estas leveduras tém diversas finalidades
nutricionais. Quando incorporadas aos alimentos, os produtos derivados da levedura
Saccharomyces cerevisiae sao considerados ingredientes de elevado valor
nutricional. Além de serem usados para alimentacdo humana (como ingredientes),
sdo usados em nutricdo animal (racdes e suplementos). Alguns derivados sé&o
também considerados antioxidantes, promotores de crescimento (nutricdo animal),

aglutinadores de patdgenos e sequestrantes de micotoxinas [1, 2, 15].
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A composicdo quimica em diferentes derivados de Saccharomyces
cerevisiae como Células integras (LI), Levedura autolisada (LA), Extrato de levedura
(EX), Parede celular (PC) podem ser observadas nas tabelas que serdo discutidas
nessa sessao. A Tabela 3.1 mostra o perfil da composicdo dos derivados de

levedura.

TABELA 3.1 - Composicéo quimica de derivados de levedura.

Componente (%)* LI LA EX PC

Proteina (N x 5,8) 48,74 46,45 61,54 32,70
RNA 5,70 7,80 6,90 1,83
Lipidios 3,33 3,30 1,89 4,54
Cinzas 8,55 8,83 12,50 4,43
Fibra total 24,40 25,03 2,70 55,04
Fibra solavel 22,52 24,76 2,70 31,59
Fibra insoltvel 1,88 0,27 0,00 23,45

Fonte: [11]

*Resultados em base seca.

O perfil de aminoacidos dos derivados de levedura é mostrado na
Tabela 3.2. A elevada concentracdo de acido glutamico é importante no extrato de
levedura, pois em sinergismo com os nucleotideos 5'IMP e 5GMP promovem uma

maior percepcao do sabor umami [11].
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TABELA 3.2 - Perfil de aminoacidos em diferentes derivados de levedura.

13

Aminoacidos

(mg/100mg Proteina) - A =X i
Acido aspartico 11,98 11,11 11,81 10,14
Treonina 6,16 5,84 5,19 7,81
Serina 6,13 6,44 5,57 9,08
Acido glutamico 13,15 12,53 13,40 13,88
Prolina 4,45 4,72 4,62 5,39
Glicina 4,93 4,99 5,14 4,06
Alanina 7,07 7,59 8,97 7,19
Cistina 0,84 0,90 1,30 1,45
Valina 6,20 5,87 6,76 5,61
Metionina 2,50 1,21 1,26 1,56
Isoleucina 5,64 4,87 5,69 5,27
Leucina 8,84 7,80 8,07 7,65
Tirosina 4,68 3,57 2,17 2,21
Fenilalanina 5,30 4,96 4,74 4,72
Lisina 7,13 9,54 8,58 8,31
Histidina 2,06 3,15 3,01 2,24
Arginina 411 2,40 1,01 1,78
Triptofano 1,45 1,55 1,31 -
Fonte: [11].

derivados de

A Tabela 3.3 fornece a composi¢cdo dos macro e microelementos nos

levedura.
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TABELA 3.3 - Composi¢cédo mineral em diferentes derivados de levedura.

Elementos

(Mg/100g) AT EX PC Recomendacéao*
Sédio 605,0 £+ 10,0 14755+355 136,0+2,0 2000
Célcio 412,6 + 12,0 99,0 + 3,6 883,0 £ 15,0 1200
Magnésio 161,8+25 264,0 £ 9,3 31,4+0,3 350
Fosforo 11785+195 1927+33,0 308,0%5,0 1200
Potassio 1365,5+31,5 1877,5%+56,5 173,0x3,0 2500
Ferro 10,0+0,1 45 +0,3 56,0 £ 6,0 10-15
Manganés 3,7 +£0,07 50+0,1 5605 2-5
Zinco 4,0+£0,3 6,4+04 6,8+0,5 10-15
Cobre 0,6 £ 0,03 0,6 £ 0,06 28+0,1 2-3
Cobalto 0,3+0,01 0,1 +0,02 0,24 + 0,03
Cromo 0,3 +0,04 0,6 £ 0,03 1,8+0,1 0,2

Fonte: [11].

* Requerimento diario, conforme NAS (National Academic of Science) [16], para

adultos.

Saccharomyces cerevisiae sao fontes de vitaminas do complexo B. As
sinteses das vitaminas dependem das espécies e condi¢cdes aplicadas no processo
de respiracdo (crescimento microbiano) [17]. As concentracbes sdo mostradas na
Tabela 3.4.
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TABELA 3.4 - Concentracgéao tipica de vitaminas do complexo B em Saccharomyces

cerevisiae.
Vitaminas Faixas de concentracéao
(mg/1009) determinadas
Bl 2,9-9,0
B2 N&o detectado (ND)
B6 ND
PP 19,0 — 58,50
Acido pantoténico 11,8 -19,8
Acido félico 1,9-35
Biotina 0,05-0,18
B12 ND
Fonte: [17]

3.2.7- Extratos de levedura

Segundo Révillion et al. [15], alguns derivados de leveduras
constituem-se em uma matéria-prima de baixo custo quando provenientes de
subprodutos das industrias de bebidas fermentadas e sucroalcooleiras.

Para se obter uma biomassa com caracteristicas nutricionais mais
especificas, é necesséario um controle microbioldgico rigido e total dominio da cadeia
produtiva. Assim, torna-se atraente a producdo da levedura Saccharomyces
cerevisiae por cultura pura, possibilitando o desenvolvimento de novos produtos,
entre eles, o extrato de levedura [15].

O extrato de levedura pode ser comercializado nas formas liquidas, em
pasta ou mais comumente em pé. O produto liquido tem 50 a 65% de matéria seca,
a pasta 80%, o produto em pd em torno de 96%. O extrato possui caracteristicas e
aplicacoes diferentes, de acordo com o tipo de processo e tratamento aplicado.

Os extratos de levedura contém em sua composicao: fibras,
aminoacidos, proteinas, minerais, vitaminas do complexo B e nucleotideos [10, 12].

As leveduras sdo comercializadas para diversas aplicagbes podendo
ou ndo ser acrescidos de sal (cloreto de sbédio), teores de aminoacidos e

nucleotideos 5’IMP e 5GMP variados, de acordo com a sua aplicagdo. [10].
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Devido a sua composicdo, 0s extratos de levedura podem ser
aplicados em alimentos para intensificar as caracteristicas sensoriais dos alimentos
nos quais sao adicionados, conferindo corpo e mouthfeel. Alguns extratos de
levedura ricos em 5’IMP e 5GMP promovem o sabor umami [1, 2, 15], o qual,
intensifica o doce e o salgado e arredonda o sabor do amargo e o &cido [11, 18]. O
sinergismo entre o 5’'IMP e 5’GMP em conjunto com o acido glutdmico ja presente
na levedura é mais potencializador que as moléculas sozinhas ou em conjunto.

Sensorialmente, o limiar de deteccao (threshold) do 5’IMP e do 5GMP
sao de 0,025 e 0,0125g/100mL. Em misturas de 50:50 de 5’'IMP e 5GMP a detecc¢éo
ocorre com 0,0063% (0,0063g/100 mL), o que mostra o efeito sinérgico entre eles
[19].

3.2.8- Aplicacao dos extratos de levedura na industria alimenticia

No preparo das formulacdes nas industrias alimenticias, extratos de
levedura séo ingredientes adicionados aos alimentos com o objetivo de aumentar a
proteina alimentar, as concentracbes de vitaminas do complexo B, melhorar e
intensificar o sabor e aroma dos alimentos, além da possibilidade da utilizacdo de
extratos de sabores direcionados.

Cada extrato de levedura possui sabor e caracteristicas diferenciadas,
dessa forma, cada um tem uma aplicacao especifica, contribuindo sensorialmente
para os produtos finais. Através da reacdo de Maillard, proporcionada a alguns
extratos, € possivel obter notas de sabores direcionados como os de carne, carne
tostada, frango, com a vantagem de proporcionarem sabores carneos sem a
presenca de proteina animal. Os extratos de levedura sédo aplicados na fabricacédo
de embutidos como salsichas, presunto, mortadela, molhos, sopas desidratadas,
snacks, batata chips, patés. Em produtos carneos, podem ser adicionados antes do
congelamento para a prevencao de oxidagao de lipidios e perda da solubilidade das
proteinas carneas, durante seu armazenamento [1, 2, 20, 21].

Com as formulagbes obtém-se uma sensivel alteragdo nas
propriedades sensoriais, que € perceptivel no sabor que fica mais encorpado e
intenso, devido a presenca de todos os compostos que constituem os extratos de
levedura, além do sabor umami proporcionado pelos nucleotideos 5’IMP e 5’GMP

encontrados em sua composi¢ao.
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Estudos publicados em 1999 e 2000 comprovam a eficiéncia do extrato
de levedura visando a reducdo do emprego de sal em varios produtos no qual &
adicionado [15]. Devido ao poder palatabilizante do sal, as industrias abusam do seu
teor na formulacdo dos alimentos e levam o consumidor a ingerir sédio em excesso.
Entretanto, formulagBes preparadas com extrato de levedura mostram que é
possivel melhorar o perfil de sabor de um produto, reduzindo significativamente o
teor de sal sem gerar impactos significativos na percepc¢éo do sabor salgado quando
comparados com amostras padrdes [2, 22].

A quantidade de extrato de levedura necessario na aplicacdo de
produtos é de 0,1% a 5,0% no produto final. Dessa forma, é possivel reduzir a
guantidade de sal no alimento em até 70% substituindo-o por uma pequena
porcentagem de extrato, sem alteracéo no perfil sensorial [2,10].

O gosto umami dos nucleotideos € uma valiosa ferramenta para
melhorar o consumo alimentar de pessoas com especialidades nutricionais como 0s
diabéticos e idosos [22]. Com o aumento da idade média da populacdo, o estimulo
para a utilizacdo dos produtos que melhoram o sabor dos produtos aumenta. Com o
passar dos anos, € inevitavel que o idoso perca a capacidade de perceber cheiros e
sabores, reduzindo o consumo de alimentos e consequentemente diminuindo a
ingestdo de nutrientes necessarios [23]. Diante desse contexto, € possivel esperar

uma crescente demanda por esses produtos [15].

3.2.9- Umami

Em 1908 o cientista Kikunae lkeda professor da Universidade de
Toquio verificou que o caldo feito com alga marinha de kombu possuia um sabor
diferente dos ja conhecidos. Investigando a substancia na qual lhe proporcionava
esse sabor, ele identificou que o glutamato monossodico (MSG) era responsavel
pela palatabilidade do caldo. O prof. Ikeda denominou esse sabor de umami. Logo,
outros pesquisadores descobriram que além do glutamato outros compostos
também possuiam o sabor umami. Em 1913 Shintaro Kodama, isolou o monofosfato
de inosina (IMP) contido na espécie de peixe denominada de Atum Bonito. Em 1957
Akira Kuninaka isolou o monofosfato de guanosina (GMP) a partir do caldo de
cogumelos shiitake. Em seguida, foi descoberto que os compostos IMP e GMP sao

encontrados em maior quantidade em extratos de levedura nas formas 5’IMP e



Revisao Bibliografica 18

5'GMP. Em 1960 houve a descoberta do efeito sinérgico causado entre a mistura de
51MP, 5GMP e MSG [24].

Umami é considerado o quinto sabor do paladar humano. E associado
a sensacao de paladar melhorado. Ele intensifica o paladar aumentando a
suavidade e a continuidade do sabor dos alimentos. Embora seja uma substancia
que nado possui sabor proprio, tem a capacidade de melhorar e potencializar o sabor
dos alimentos no qual € incorporado [25].

Recentes estudos revelaram o Mapa Cerebral dos sabores ao
identificar os neurdnios ativados durante a estimulagcdo gustativa de camundongos.
O cortex gustativo € a regido cerebral responsavel por processar 0os gostos. No
experimento realizado em camundongos, foi utilizado calcio como marcador de
ativacdo dos neurénios. O célcio foi injetado no cérebro dos animais. Cada sabor
(salgado, doce, amargo e umami) ativou uma regiao especifica no cortex gustativo,
exceto o sabor azedo. A atividade neural aumenta de acordo com a concentragéao da
substancia na regido do cortex gustativo. A substancia foi monitorada por um
microscopio fluorescente com raios infravermelhos gerando uma imagem detalhada
dos neur6nios. Pesquisadores acreditam que o ponto responsavel pelo sabor azedo
deve ficar em outra regido do cérebro [23].

3.2.10- Nucleotideos

Os nucleotideos sdo os constituintes dos acidos nucleicos: é&cido
desoxirribonucleico (DNA) e o acido ribonucleico (RNA). S&o responsaveis pelo
armazenamento e transferéncia de informacdes genéticas do organismo [14]. A
sequéncia nucleotidica do DNA da célula especifica a sequéncia nucleotidica de
cada RNA [26].

A constituicdo dos nucleotideos € caracterizada por cadeias
polinucleotidicas, unidas por ligacdes fosfodiéster. Cada nucleotideo consiste em
uma base nitrogenada, uma pentose e um ou mais grupos fosfato [14, 26].

As bases nitrogenadas que compdem a cadeia de RNA sé&o: adenina,
guanina, citosina e uracila. Atraves de hidrélises enzimaticas do RNA da levedura se
obtém os nucleotideos 5CMP (citosina 5'monofostato), 5UMP (uracila
5’'monofosfato), 5'GMP  (guanosina  5’monofosfato), @5'AMP  (adenosina
5’'monofosfato), 3'GMP  (guanosina  3’'monofosfato), 2'GMP  (guanosina
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2’monofosfato) e 3’AMP (adenosina 3’monofosfato) [2, 12, 14]. O 5’AMP é o
precursor do inosinato, através da sua conversdo a 5IMP por meio da acdo da
enzima deaminase adenilica obtida de Aspergillus oryzae [20].

Assim, os acidos nucleicos séo fonte dos 5’ nucleotideos encontrados
na levedura, onde, o 5GMP e o 5’IMP possuem capacidade de intensificar o gosto e
0 aroma dos alimentos [2, 12, 14].

As bases nucleotidicas absorvem radiacdo UV, e os nucleotideos sao

caracterizados pela absorcdo em comprimentos de onda proximos a 260 nm [26].

3.2.11- Métodos para quantificacdo de 5’IMP e 5’GMP

A literatura apresenta diversos métodos analiticos para determinacdo
dos compostos 5'IMP e 5GMP em alimentos. Normalmente sdo utilizadas técnicas
cromatograficas. Suas vantagens sdo a boa preciséo, repetibilidade e confiabilidade.
Entretanto, apresentam algumas desvantagens como, tempo de analise, alto custo
operacional, baixo rendimento da coluna, e custos com coluna cromatogréafica. No
entanto, como € possivel observar na Tabela 3.5, técnicas espectrofotométricas

também podem ser aplicadas na quantificacdo desses compostos.



Revisao Bibliografica 20

TABELA 3.5 - Técnicas empregadas na determinacdo dos compostos 5’ IMP e
5'GMP.

Técnicas utilizadas para determinacao Referéncias

HPLC - (High Performance Liquid Chromatography) com [19]

deteccéo por arranjo de diodos.

HPLC - MS/MS - (High Performance Liquid

27 - 30
Chromatography) com detecc¢éo por espectrometria de [ ]
massas.
Técnicas espectrofotométricas [3, 31, 32]

3.2.12- Tecnicas aplicadas ao tratamento dos dados analiticos

Atualmente com a utilizacdo de instrumentos modernos, é possivel
obter medidas de inUmeras varidveis registradas em um Gnico espectro de uma
amostra. O tratamento para essa quantidade de dados requer mais sofisticacéao, tal
como a necessidade de ferramentas matematicas e estatisticas que possam extrair
as informacgbes relevantes de um grande conjunto de dados de natureza
multivariada [33].

Analise de dados por métodos multivariados sdo mais adequados, pois
independente da existéncia ou auséncia de diferencas espectrais e alta correlacéo
entre os dados, se pode estudar a0 mesmo tempo varias espécies presentes. E
possivel identificar problemas na linha de base ou interferentes nas amostras
utilizadas no modelo de calibracéo [34].

Concentragbes de analitos de interesse em uma amostra em
experimentos envolvendo analise espectrofotométrica normalmente  sdo
determinadas pela Lei de Beer. A partir de solugbes padrdes, curvas analiticas sédo
construidas, onde existe uma relacdo linear entre concentracdes do analito e sinal
de resposta do equipamento. Assim, é possivel prever a concentracdo de novas

amostras a partir de seu sinal analitico. Em misturas binarias simples obtém-se bons
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resultados com esse método, mas quando se analisa amostras reais, complexas,
podem ocorrer problemas de interferéncia da matriz e interferéncias espectrais.
Dessa forma, tratamentos de dados mais refinados como analise quimiométrica séo

propostos [33].

3.2.13- Quimiometria

A gquimiometria envolve a aplicacdo de ferramentas computacionais,
métodos matematicos e estatisticos, que permitem explorar e melhorar a
interpretacdo dos dados multivariados. Além disso, € viavel uma classificacdo dos
dados obtidos por meio de andlises quimicas a fim de fornecer o maximo de
informacdo dos mesmos. E possivel avaliar também a similaridade entre as
amostras correspondentes, possibilitando o estudo de varias espécies presentes ao
mesmo tempo, independente da existéncia de diferencas espectrais. Outra
possibilidade € a proposicdo de modelos de regressdo que permitem efetuar
previsdes da concentracdo de um determinado analito em um conjunto de dados
quimicos [33, 34, 35].
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4 - MATERIAL E METODOS

4.1- Amostras

As amostras de extrato de levedura utilizadas neste projeto de
mestrado profissional foram coletadas na fabrica da Biorigin localizada na cidade de
Quatd — SP. Foram utilizados dois tipos de amostras: extratos de levedura em poé
(produto final) e amostras da base da qual se originam os extratos de levedura ainda
durante o processo, com aproximadamente 50% de matéria seca. As amostras em
p6 foram armazenadas em embalagens laminadas, hermeticamente lacradas,
localizadas na contraprova do laboratério de Controle de Qualidade da Biorigin em
Quata-SP. As amostras liquidas foram armazenadas sob refrigeracéo, e de 1a eram
coletadas para serem analisadas.

Os trés produtos utilizados neste projeto foram escolhidos de acordo
com sua importancia, volume de producédo (priorizando aqueles que possuem maior
demanda) e por possuirem concentracdes diferentes de nucleotideos.

Na Biorigin ha vérios tipos de extratos de levedura ricos em
nucleotideos, cada um deles possui uma faixa de concentracdo de 5'IMP e 5’GMP.
O conhecimento da concentracdo desses compostos no produto € de extrema
importdncia para se avaliar as possiveis aplicacbes, (clientes, produtos e
processos). Dessa forma, é necessario garantir que o cliente esteja comprando um
produto dentro das especificacbes desejadas e apropriadas. A concentracdo €
reportada no certificado de andlise do produto através do Controle de Qualidade.

Nas proximas paginas essas amostras serdo discutidas e mostradas
suas principais caracteristicas:

1 - Amostra de processo (AP): E um produto liquido, com aproximadamente 50% de
matéria seca. Possui de 9 a 20% de nucleotideos (dependendo do extrato que sera
produzido). E utilizado como base para a fabricacdo de varios extratos. Para este
trabalho foram utilizadas 104 amostras para a constru¢do do modelo de regressao
(conjunto de calibracéo) e 14 amostras para o conjunto de validagéo.

2 - Produto A (PA): Essa amostra é um extrato de levedura seco, com
aproximadamente 96% de matéria seca e que continha de 8 a 10% de nucleotideos.
Para este trabalho foram utilizadas 121 amostras para a constru¢cdo do modelo de
regressao (conjunto de calibracdo) e 30 amostras para o conjunto de validacéo.
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3 - Produto B (PB): Essa amostra caracteriza-se como sendo um extrato de levedura
seco, com aproximadamente 96% de matéria seca, possuindo de 1,5 a 3% de
nucleotideos. Foram utilizadas 95 amostras para a construcdo do modelo de

regressao (conjunto de calibracdo) e 24 amostras para o conjunto de validacéo.

4.1.1- Amostra controle

Para avaliarmos a variabilidade do método proposto, uma amostra
chamada de amostra controle de qualidade (CQ) (escolhido um determinado lote do
Produto A) foi analisada varias vezes utilizando os Modelos de regressdo. Os
resultados obtidos pelo Lab. P&D durante a aquisicdo do modelo, e os resultados
obtidos pelo Lab. UQT durante o monitoramento foram comparados com o0sS
resultados do método de referéncia (cromatografia), no qual foi avaliado fazendo-se

uma média dos resultados obtidos.

4.2- Solucdes e Reagentes

As amostras de extrato de levedura foram diluidas a uma concentracao
de 0,4 mg/mL utilizando &gua ultra pura para todos. Os reagentes utilizados
continham impurezas de grau analitico e empregados padrbes de inosina
5’'monofosfato (Sigma Aldrich, 99,6%) e guanosina 5’monofosfato (Sigma Aldrich,
99%).

4.3- Equipamentos e acessorios

Utilizou-se balanca analitica calibrada com 4 casas decimais para a
pesagem das amostras. Para a diluicAo das amostras foram utilizados baldes
volumétricos calibrados com capacidade de 100 mL.

As medidas de varredura foram realizadas utlizando-se o

Espectrofotdmetro da marca HACH, modelo DR5000.
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4.4- Procedimento Experimental

4.4.1- Perfil espectrofotométrico do 5’IMP e 5’GMP

Seguindo o procedimento descrito por Duran-Meraz et al. [3],
realizaram-se testes de varredura medidos entre 200 e 350 nm em solu¢des padrao
de 5’'IMP e 5’GMP. Solu¢des individuais de 5’'IMP e 5GMP 20 pg/mL e uma solugao
da mistura de ambas na mesma proporgao foram preparadas em tampéo acetato pH
4,0. A concentracdo e pH utilizados foram  escolhidos de acordo com o
procedimento utilizado por Duran-Meraz et al. [3], a fim de conhecer os espectros

dos compostos e identificar as regides espectrais de interesse.

4.4.2- Pesagem e diluicdo das amostras

Para as amostras secas (PA e PB), pesou-se 40,0 mg +/- 0,5 mg
diretamente em um bal&do volumétrico de 100 mL.

Para a amostra com massa seca em torno de 50% (AP), pesou-se
aproximadamente 80,0 mg em um balédo volumétrico de 100 mL.

O volume do baldo volumétrico foi completado com agua ultra pura e

homogeneizado.

4.4.3- Varredura no Espectrofotometro

No espectrofotdmetro, foi realizada uma varredura na faixa de 200 a
350 nm com intervalo de leitura de 0,2 nm, de acordo com o0s parametros citados no
artigo de DURAN-MERAZ, 1., et al [3], Utilizou-se cubeta de quartzo com 1 cm de
caminho optico. No ajuste de 100% de transmitancia e 0 de absorbancia, utilizou-se

agua ultra pura.
4.5- Tratamento dos dados
Para os trabalhos desenvolvidos nesta dissertacdo de mestrado

profissional, utilizou-se o software Pirouette v.4.5 da InfoMetrix (Estados Unidos da

Ameérica).
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4.5.1-Métodos de Analise Multivariada

Os métodos de analise multivariada podem ser divididos em: analise
exploratéria de dados e construcdo de modelos de regresséo [33]. Foi realizada uma
analise exploratdria dos dados a partir da Analise de Componentes Principais, PCA
(Principal Component Analysis) para extrair informag0es; visualizar a estrutura dos
dados; encontrar similaridades entre as amostras; detectar amostras andmalas
(outliers); e reduzir a dimensionalidade do conjunto de dados em um novo sistema

de eixos denominados PC.

4.5.2-Analise de Componentes Principais

A Analise de Componentes Principais (Principal Component Analysis —
PCA) é utilizada para representar as n-dimensfes do conjunto de dados originais em
um novo sistema de eixos, ou seja, em um numero menor de dimensdes. A PCA
permite extrair informacfes importantes e detecta tendéncia nos dados baseados
nas medidas das amostras, identificando similaridades entre as amostras a partir de
grupos formados e detecta amostras anémalas (outliers). A fim de preservar a maior
quantidade de informacéo possivel, esse novo sistema de eixos € denominado de
componentes principais (PC, Principal component). A reducdo ¢é obtida
estabelecendo-se novas variaveis ortogonais (ndo correlacionadas) entre si que
descrevam a variacdo ou espalhamento entre os pontos usando o menor nimero
possivel de eixos. A variagdo ou distancia entre as amostras mostra a similaridade
ou diferenca entre elas [33, 35].

Cada componente principal € constituida pela combinacdo linear das
variaveis originais. A PC1 é calculada de tal forma que represente a direcdo de
maior variacdo do conjunto de dados, a PC2 é ortogonal a primeira, e descreve a
maior porcentagem de variacdo ndo explicada pela PC1. A escolha do numero de
componentes principais deve levar em consideracdo a porcentagem de variancia
explicada em todas as PC’s. Em geral deve-se escolher o menor niumero de PC’s
que descrevem a maior variancia dos dados. A PCA permite a interpretacdo de
dados multivariados e complexos por meio de graficos bi ou tridimensionais

conforme a Figura 4.3 [33 - 35].
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FIGURA 4.3 - Projecédo das componentes principais (PC’s).

Matematicamente a PCA corresponde a decomposi¢cdo da matriz de dados
X em duas matrizes menores, escores e pesos (loadings). A matriz X contém as
variaveis independentes (amostras nas linhas e variaveis nas colunas) que no caso
dessa dissertacdo de mestrado sdo espectros na regido do UV-Vis. Os escores
representam as relacbes de similaridades entre as amostras, ou seja, 0S
agrupamentos, além da possibilidade de se verificar a existéncia de amostras
diferentes do conjunto. Os pesos ou loadings permitem entender quais variaveis sao
mais importantes e que mais contribuem para a separacdo das amostras. Através
dos escores e pesos é possivel verificar quais variaveis sao responsaveis pelas

diferencas entre as amostras [33, 34, 35].

4.5.3-Calibracdo multivariada

A etapa de construcdo de um modelo de regressao inicia-se com a
escolha cuidadosa de um conjunto representativo de amostras. Juntamente com
essas amostras sao obtidos também valores de referéncia das propriedades ou das
concentracdes dos analitos que estdo sendo modelados. Essa matriz € chamada de
Y (variaveis dependentes). E importante frisar mais uma vez que as amostras que
contemplam esse conjunto de dados precisam ser representativas, ou seja, devem
conter informagOes sobre todas as particularidades do processo que esta sendo

estudado.



Material e Métodos 28

Em uma calibragdo multivariada os espectros sdo organizados em uma
matriz X (n x m), contendo as variaveis independentes, onde cada linha representa
uma amostra e as colunas contém as respostas das medidas de absorbéancia (no
caso de dados espectrais). A matriz Y formada pelas varidveis dependentes, onde
cada linha representa uma amostra e as colunas contém o analito de interesse ja
obtido por um método consolidado (referéncia) [33].

A calibracdo multivariada consiste em estabelecer um modelo, onde se
utilizam multiplas respostas relacionadas com a propriedade medida das amostras
como a concentracao, por exemplo. Esse tipo de calibragcdo permite a determinagéao
simultdnea de um ou mais analitos de interesse mesmo na presencga de interferentes
[33, 35, 36, 37].

A calibracdo é dividida em modelagem e validacdo. A modelagem
estabelece uma relagdo matematica entre a matriz X (sinal medido) e a matriz Y
(propriedade a ser quantificada). A validagdo consiste em testar a capacidade
preditiva do modelo de regressdo com amostras ndo utilizadas na construcdo dos
modelos refletindo o comportamento do analito. Uma vez que o modelo é validado,
ele esta apto a ser utilizado para previsdo em outras amostras. E importante que
tanto o conjunto de calibracdo quanto a validagdo sejam atualizados com novas
amostras [33, 36].

Em seguida, os modelos de regressdo foram construidos utilizando o
PLS (Partial Least Squares). Além do PLS foram efetuados calculos utilizando o
PCR (Principal Component Regression). Entretanto, devido a grande similaridade
nos resultados, serdo mostrados apenas aqueles referentes ao PLS.

O método da Regressao por minimos quadrados (PLS) permite a
utilizacdo de todo o espectro para a analise e requer no conjunto de calibracéo
apenas a concentracdo do analito de interesse como informacdo. O PLS é
considerado mais eficiente para lidar com ruidos experimentais, além de todas as
variaveis importantes serem incluidas nos modelos. A calibragcéo é eficiente mesmo
na presenca de interferentes e mesmo sem conhecer a sua concentracdo e
natureza. O meétodo PLS tem sido amplamente utilizado em diversos campos da
quimica [33].

O PLS utiliza a informacao das concentragdes (matriz Y) na obtencao

dos coeficientes de regressdo para a construcdo dos modelos. No PLS as
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componentes principais (fator que descreve a maior variancia) sdo chamadas de
variaveis latentes e também é correlacionado com a concentracéo [33].

O PLS é um método mais robusto, seus parametros do modelo criado
inicialmente ndo se alteram com a inclusdo de novas amostras no conjunto de
calibracdo, isso torna possivel trabalhar com sistemas industriais cujas
caracteristicas nem sempre sdo mantidas rigorosamente da mesma maneira durante
todo o processo, tendo em vista a necessidade de se atualizar o conjunto de

calibracéo e validacéo inserindo novas amostras ao longo do tempo [33, 36].

4.5.4- Pré-processamento dos dados

A etapa de pré-processamento dos dados € crucial para o éxito da
andalise multivariada. As técnicas de pré-processamento sdo aplicadas para tornar a
matriz mais adequada para a analise, pois os dados podem apresentar diversos
problemas, tais como alteracdo da linha de base e desalinhamento (no caso de
dados cromatograficos). As técnicas de pré-processamento permitem eliminar
informacgdes irrelevantes, variagcbes de equipamentos e materiais, permitindo a
extracdo de informacdes importantes para a interpretacdo dos dados [35].

Existem varios tipos de pré-processamento e a escolha depende do
tipo de dado que esta sendo analisado. Os métodos utilizados neste trabalho
seguiram a seguinte ordem:

» Normalizacdo dos espectros pela norma individual. Reduzindo a
influéncia de variacdes indesejadas do conjunto de dados, como variacbes na
concentracdo da amostra e caminho éptico. A normalizacao € realizada pela diviséo
de cada variavel pela norma individual de cada espectro. A norma é calculada pela
raiz quadrada dos quadrados dos sinais de absorbancia (no caso de sinais
espectrais) [35].

» 12 Derivada para realgar as informag¢des mais importantes e manter
as menos importantes na origem do sistema, auxiliando na correcdo do
deslocamento e inclinagéo de linha de base. A janela espectral utilizada possuia 19
comprimentos de onda [35];

= Centrar os dados na média para permitir que diferengcas nas
intensidades relativas das variaveis sejam mais perceptiveis. A centralizacdo dos

dados na média é utilizada para dados espectrais. O procedimento consiste em
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calcular a média das intensidades para cada comprimento de onda e em seguida
subtrai-se cada intensidade da média calculada, assim, ap0s esse processamento,
cada variavel centrada na média tera valor médio igual a zero, tornando as
diferencas nas intensidades das variaveis mais perceptiveis ndo permitindo que a
presenca de ruidos afete negativamente a analise [33, 35].

ApOs o pré-processamento o modelo foi calibrado, validado e foi

realizada a previsdo dos resultados.

4.6- Monitoramento do método

Na Biorigin, quando h&4 uma proposta de mudanca de metodologia de
andlise sdo necessarios diversos estudos antes de coloca-la em regime de rotina.
Ao final desses estudos julga-se necessario um monitoramento para comparar se 0
método proposto fornece erros compativeis com o método cromatografico usual
(informagfes ndo mencionadas por se tratar de um método confidencial). Apds essa
etapa de monitoramento do método, é realizada uma andlise critica, para decidir se
0 mesmo é colocado em regime de rotina ou se ainda precisa de mais ajustes.

Dessa forma, apés a criacdo dos modelos, os colaboradores do Lab.
UQT foram treinados para a realizacdo das andlises. Inicialmente foi realizado um
monitoramento durante 0s meses de agosto e setembro de 2014. Nesse
monitoramento para cada amostra foram realizadas analises por cromatografia e
pelos modelos de regressdo para efetuar uma comparacdo dos resultados

avaliando-se os erros absolutos.
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5- RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1- Perfil espectrofotométrico do 5’IMP e 5’GMP

Na Figura 5.4 sdo apresentados o0s espectros de absorcdo das
solugdes. O 5’IMP e 5GMP tem absorbancia em aproximadamente 250 nm, onde o
5GMP possui uma oscilagio em 275 nm aproximadamente como podemos
visualizar na figura. Os espectros mostram grande sobreposi¢cdo espectral, o que

impossibilita a resolucédo das misturas binarias pela espectrofotometria convencional.

Espectros de absorc¢ao das solucdes 5'IMP e 5'GMP
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1
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=20 ug/mL 5'IMP —20 uyg/mL 5'GMP 20 ug/mL 5'IMP + 20 ug/mL5'GMP

FIGURA 5.4 - Espectros de absorcdo na faixa de 200 a 350 nm das solucdes de
5IMP (20 pg/mL), 5’GMP (20 ug /mL) e a mistura dos dois compostos em pH 4,0.

5.2- Modelo de regresséao

Modelos de regresséo foram criados para testar a capacidade preditiva
nos produtos (Amostra de processo, Produto A e Produto B). Para cada produto foi

criado um modelo especifico, devido as diferencas nas caracteristicas de cada um.
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5.3- Amostras de processo (AP)

5.3.1- Modelo de regressao (AP)

Para a criacdo do modelo de regressdo das Amostras de processo
foram utilizadas 104 amostras no conjunto de calibracdo e 14 amostras foram
avaliadas no conjunto de validacdo. As amostras utilizadas para a validacdo nao
foram utilizadas no conjunto de calibracao.

As concentracdes de nucleotideos dessas amostras variaram de 9 a
20%. Na Figura 5.5 podemos observar o perfil dos coeficientes de regressao para o
modelo das Amostras de processo. O modelo mais adequado foi aquele que
apresentou 3 variaveis latentes. Nessa figura é possivel verificar que os maiores
coeficientes de variacao foram obtidos nas regides de aproximadamente 210, 230 e
280 nm. E importante lembrar que o parametro que estda sendo calibrado ¢ a
concentracdo total de nucleotideos, ou seja, 5’IMP + 5'GMP. As Figuras de
coeficiente de regressdo simulam o célculo da equacdo de regressdo com 751

variaveis (B). Equacéo de regressdo: Y = Bo  BiX £ Box? ...

calibracao:PLS:Y1/[IMP]+ [GMP] baldo:Regression Vector
/ I\
0.06| / H
v‘; l ’ \' <
008 |11} I
«~ { ‘ !} "‘J’ ,'
>_ |I. (|4 l'-,l
002 \ | il \ a
'I == *!' i I‘.I ,' \ / \
-0.02
239.800000 279.800000  319.800000
Variable

FIGURA 5.5 - Coeficientes de regressdo com 3 componentes principais ou variaveis

latentes do modelo de regresséo, utilizando o PLS das Amostras de processo.
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5.3.2- Modelo de validacao (AP)

Os resultados da validagdo do modelo de regressao para as Amostras
de processo podem ser visualizados na Figura 5.6. Os resultados do modelo de
regressao foram comparados com os obtidos por cromatografia e sobrepostos para

uma melhor visualizacéo.

Amostra de processo - Validacdo_modelo de regresséao

17,0 1
16,0
15,0 1
14,0 1
13,0 1
12,0
11,0 4
10,0
9,0
8,0 1
7,0 1
6,0 1
5,0
4,0
3,0
2,0
1,0 1
0,0

Concentracdode IMP + GMP (%)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Amostras

—=—Resultados Modelo regressdo (%) —*—Resultados cromatografia (%) Erro absoluto (%)

FIGURA 5.6 - Resultados de validacdo das andlises de Amostras de processo
realizadas pelos Modelos de regresséo versus Cromatografia.

Os dados e informacdes do modelo e sua validagcdo podem ser
observados na Tabela 5.6. Os erros encontrados para esse modelo foram da ordem
de 2,0% para RMSEC e 2,15% para RMSEV. Com a introducdo de novas amostras

que reflitam diversas condi¢cdes experimentais é esperado que esse erro diminua.
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TABELA 5.6 - Dados e informac¢des do modelo de regresséo (calibragéo e validacao)
das Amostras de processo (AP).

Dados do modelo de regresséo (calibracao e validacao) das

Amostras de processo (AP)

Dados do modelo Dados da
Amostras .
regressao cromatografia
104 - conjunto de calibracéo *RMSEC: 2,00% 0,32%
014 — conjunto de validacao *RMSEV: 2,15% 1,76%

Erro médio do conjunto
. 1,29%
- validacdo: 1,74%

Faixa de erros do conjunto
, 0,la 4,1%
- validacdo: 0 a 4,2%

Componentes princiapis ou -

variaveis Latentes: 3

*RMSEC - Root mean square error of calibration (%)
*RMSEYV - Root mean square error of validation (%)

5.3.3- Monitoramento (AP)

O modelo proposto foi empregado para 0 monitoramento de outras
Amostras de processo. Entretanto, € importante ressaltar que esse produto possui
diferentes concentracbes de sal. Como é mostrado na Figura 5.7, o primeiro
conjunto de amostras (1 a 9) as amostras possuem concentragdo de sal 0%, no
segundo conjunto (10 a 44) amostras com 18% de sal e no terceiro conjunto (45 a
48) amostras com 36% de sal.
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No modelo de regresséo (mostrado na sessao anterior) existem poucas
amostras com 0% ou 36% de sal e a maioria apresentam 18%.

Nas amostras de monitoramento foi constatado que os erros absolutos
sdo maiores em amostras com 0% de sal (entre 0 a 4%). Nas amostras com 18% de
sal os erros apresentam-se abaixo de 2,2% com excecédo das amostras 42 (erro
absoluto de 2,5%) e 43 (erro absoluto de 5,0%). Para as amostras com 36% de sal
0s erros absolutos se mantiveram abaixo de 1,4%. Na Figura 5.7 podemos visualizar
0s resultados obtidos pelo monitoramento das amostras em suas diferentes

concentracoes de sal.
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FIGURA 5.7 - Andlise de monitoramento das Amostras de processo.

A fim de investigar com mais critério a variacdo dos erros da Figura 5.7,
os resultados foram colocados por ordem crescente de concentragdao de 5IMP +
5'GMP que sdo mostrados na Figura 5.8. Nessa figura, é possivel observar os
resultados obtidos pelo modelo de regressdo em comparacdo com o0s resultados
obtidos por cromatografia. Sdo mostrados também os erros absolutos entre as
técnicas.

Na Figura 5.8 observa-se uma regido onde os resultados se mostram
na faixa de concentracdo entre 10,5 e 12,5% de nucleotideos (5’'IMP + 5GMP),

esses resultados apresentam erros mais baixos, com exce¢dao das amostras 31 e
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34. Uma hipoétese é gue isso ocorre porque o modelo até entéo utilizado, € composto
em sua maioria por amostras com essa concentragao.

Nas demais faixas de concentracdo ha uma tendéncia dos erros serem
maiores. Isso indica que o modelo ainda ndo esta representativo para toda a faixa de
concentracédo que esse produto pode abranger. Dessa forma, o modelo precisa ser

alimentado com amostras que contenham diferentes concentra¢des de nucleotideos.

Amostras de Processo - Monitoramento colocado por ordem crescente de
concentracao de resultados da cromatografia

Concentragfio de 5'IMP + 5'GMP (%)
-
(1]

123 456 78 91011213 14151617 18192021 22 23 24 25 76 77 23 20 30 31 32 33 34 35 36 37 35 30 4D 41 42 43 M 45 46 &7 48
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—o—Resultados Modelos regressio (%) —+— Resultados cromatografia (%) Emo absoluto

FIGURA 5.8 - Andlise de monitoramento das Amostras de processo (AP) colocadas
por ordem crescente de concentracao de 5'IMP + 5GMP (%) provenientes da

cromatografia.

5.4- Produto A (PA)

5.4.1- Modelo de regressao (PA)

Para a criagdo do modelo de regresséao do Produto A, foram utilizadas
121 amostras no conjunto de calibracdo e 30 amostras foram avaliadas no conjunto
de validacdo do modelo. As amostras utilizadas para a validacdo nao foram
utilizadas no conjunto de calibragéo.

A concentracdo de nucleotideos para esse produto é de 8 a 10%. Na

Figura 5.9 podemos observar o perfil dos coeficientes de regresséo para o modelo
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do Produto A e suas principais regidoes (circuladas em vermelho). A faixa espectral
utilizada foi a mesma e nesse caso também foram escolhidas 3 variaveis latentes.

calibracao:PLS:Y1/[IMP]+ [GMP] baldo:Regression Vector
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FIGURA 5.9 - Coeficientes de regressdao do modelo de regressdo do Produto A,

utilizando o PLS e 3 variaveis latentes.

5.4.2- Modelo de validacéo (PA)

Os resultados da validacdo do modelo de regresséao para o Produto A
podem ser visualizados na Figura 5.10. Os resultados do modelo de regressao
foram comparados com os obtidos por cromatografia e sobrepostos para uma

melhor visualizacéo.
Os erros absolutos entre os resultados de ambas as técnicas também

podem ser observados na figura.
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Produto A - Validacdo: Modelo de regresséao
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FIGURA 5.10 - Resultados de validacdo para o Produto A das andlises realizadas
pelos Modelos de regressao versus Cromatografia.

Os dados e informacdes do modelo e sua validagdo podem ser
observados na Tabela 5.7. Os valores de RMSEC e RMSEV foram da ordem de
0,6%. Entretanto, como afirmado anteriormente, com a adicdo de mais amostras

representativas, o modelo se tornara mais robusto.
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TABELA 5.7 - Dados e informagfes do modelo de regressao (calibracdo e validagéo)

e cromatografia para as amostras do Produto A (PA).

Dados do modelo de regresséo (calibracao e validagao) do
Produto A (PA)

Dados do modelo de Dados da
Amostras .
regressao cromatografia
_ _ RMSEC: 0,67% 0,20%
121 — conjunto de calibragéo
030 — conjunto de validagcdo | RMSEV: 0,57% 0,57%

- Erro médio do conjunto de
validagao: 0,47%

0,48%

- Faixa de erros do conjunto de 0,1a1,4%

validacdo: 0 a 1,3%

- Componentes principais ou -

variaveis Latentes: 3

5.4.3- Monitoramento (PA)

No monitoramento proposto para o Produto A foram observados erros
absolutos na faixa de 0,5 a 2%.

No monitoramento verificou-se uma tendéncia de que os resultados do
Modelo de regressédo sao sistematicamente maiores que o de cromatografia, embora
isso ndo tenha sido observado nas amostras de validagdo do modelo. Na Figura
5.11 podemos visualizar os resultados obtidos pelo monitoramento das amostras
para esse produto, onde os resultados obtidos pelo Modelo de regressdo sao
comparados com os resultados da cromatografia e os erros absolutos entre os

métodos. Os resultados estdo sobrepostos para facilitar a comparagéo entre eles.
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Produto A - Monitoramento
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FIGURA 5.11 - Analise de monitoramento do Produto A.

5.5- Produto B (PB)
5.5.1- Modelo de regresséao (PB)

Na Figura 5.12 podemos observar como ficaram o0s coeficientes de
regressdo para 0 modelo do produto B, e verificar que as regides em
aproximadamente 210 a 290 nm sao as regides do espectro mais importantes para o

modelo. Nesse modelo foram também selecionadas 3 variaveis latentes.
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FIGURA 5.12 - Coeficientes de regressdo do modelo de regressao do Produto B,

utilizando o PLS e 3 variaveis latentes.

5.5.2- Modelo de validagéo (PB)

Os resultados da validacdo do modelo de regresséo para o Produto B
podem ser visualizados na Figura 5.13. Os resultados do modelo de regressao
foram comparados com os obtidos por cromatografia e sobrepostos para uma
melhor visualizacé&o.

Os erros absolutos entre os resultados de ambas as técnicas também

podem ser observados na Figura 5.13.
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Produto B - Validacao_modelo de regressao
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FIGURA 5.13 - Resultados de validacdo das analises realizadas pelos Modelos de

regressao versus Cromatografia do Produto B.

Os dados e informacdes do modelo e sua validacdo podem ser

observados na Tabela 5.8.
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TABELA 5.8 - Dados e informagdes do modelo de regressao (calibragéo e validacao)
do Produto B (PB).

Dados do modelo de regresséo (calibracao e validagao) do
Produto B (PB)

Dados do modelo de Dados da
Amostras 5 .
regressao cromatografia
95 — conjunto de calibrac&o RMSEC: 0,43% 0,16%
24 — conjunto de validacéo RMSEV: 0,37% 0,34%

- Erro médio no conjunto de
_ 0,28%
validacdo: 0,30%

- Faixa de erros do conjunto de
_ 0a0,9%
validacdo: 0 a 0,9%

- Componentes principais ou -

variaveis latentes: 3

5.5.3- Monitoramento (PB)

No monitoramento proposto para o Produto B, observou-se que os
erros absolutos estéo abaixo de 0,5%.

No monitoramento verificou-se uma tendéncia de que os resultados do
Modelo de regresséo sao sistematicamente maiores que o de cromatografia embora
isso ndo tenha sido observado nas amostras de validacdo do modelo. Na Figura
5.14 podemos visualizar os resultados obtidos pelo Modelo de regressao versus 0s
resultados de cromatografia e seus respectivos erros absolutos. Os resultados estao

sobrepostos para facilitar a comparacao entre eles.
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Produto B - Monitoramento
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FIGURA 5.14 - Anéalise de monitoramento do Produto B.

5.6- Avaliacdo da Amostra Controle

A comparacdo entre os resultados obtidos pelo modelo de regresséo
em P&D versus cromatografia apresentou-se préximos. Ja os resultados obtidos
pelo modelo de regressdo durante o monitoramento pelo Lab. UQT apresentam
valores sistematicamente maiores em comparacado com o da cromatografia que é em
média 8,7%, como mostra a Figura 15.5. Coincidentemente para os Produtos A e B,
também foi observado um erro sistematico. Essa constatacdo indica um erro
analitico que necessita ser mais bem explorado para contorna-lo (rotatividade de
analistas, equipamento ou materiais).

Apesar dos erros absolutos encontrados, € importante ressaltar que na
média o0 método proposto apresentou erros comparaveis aqueles mostrados por
Acebal et al. [32]. No trabalho de Acebal et al. [32] os autores também empregaram
medidas na regidao do UV-Vis para a determinacao de 5’'IMP e 5GMP em amostras
comerciais que intensificam o sabor. Os erros absolutos reportados pelos autores

variaram de 0 até 0,8% (média de 0,2%).
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Amostra Controle de Qualidade (CQ) - Monitoramento
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FIGURA 5.15 - Resultados da amostra CQ obtidos através do Modelo de regresséo,
versus resultados obtidos pela Cromatografia.

5.7- Beneficios futuros

O método além de ser diferenciado em relacdo a custo (analitico e de
producdo) e facilidade analitica, também é diferenciado em relacdo a tempo de
analise (10 minutos contra no minimo 60 minutos por amostra na cromatografia) o
que pode proporcionar um aumento de frequéncia analitica das amostras de
processo e a possibilidade de aumentar os pontos de monitoramento permitindo
ajustes mais finos de processo e assim, menor indice de reprovacdo de produtos
como & mostrado na Tabela 5.9.

Além disso, com analise mais rapida o tempo de espera de produtos
em tanques ou no processo tende a diminuir podendo impactar positivamente na

produtividade.
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TABELA 5.9 - Beneficios futuros advindos da presente dissertagdo de mestrado

profissional.
Beneficios futuros

Parar_netros Modelos de regressao Cromatografia
avaliados

*5—10 min.

= Aumento de pontos de

monitoramento.
Frequéncia » Ajustes mais finos durante o - .
g Minimo 60 min.
analitica processo.

» Menor indice de reprovacao
de produtos.

Gasto analitico

* [nvestimento inicial R$
40.000,00 (aquisicéo do
software Piouette).

= R$100.000,00 / ano com
colunas analiticas.

= Reagentes.

= Manutencao e troca de

(2013) » Manutencéao/calibracéo i
. pecas do equipamento.
equipamento.
i = Desgaste do
= Custo operacional. .
equipamento.
» Preparo de solugdes. » Preparo de solugdes.
. = Aguecimento da lampada do » Preparo fase movel.
Rotina de N -
analise espe_ctrofotometro. " Condl_c_lonamento coluna.
= Monitoramento dos Modelos = Estabilizacdo do
de regressao. equipamento.
= Curva analitica.
. » 80 a 90% quando houver
Potencial de ~
. Modelos de regresséo para -
economia
todos os extratos de levedura.
= Obtencao mais rapida de
Impacto na resultados, impacto positivo -
produtividade » IMP P

na produtividade da empresa.
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6 - CONCLUSOES

Foi possivel a criacdo dos modelos para os trés produtos propostos
(Amostras de processo, Produto A e Produto B).

Os dados de monitoramento do Produto A e B indicaram uma diferenca
sistematica entre os valores de cromatografia e valores obtidos pelos modelos de
regresséo, porém essa tendéncia néo foi observada durante a criagdo dos modelos
(validacdo dos Modelos de regressdo). E necessaria uma investigacdo dos erros
apresentados a fim de entender as causas.

O monitoramento sera realizado até que os erros obtidos entre as
técnicas apresentem a menor variagdo possivel. Como a Amostra de processo €
utilizada como base na producéo dos extratos, € essencial minimizar os erros, visto
gue dependendo da concentracdo da Amostra de processo, a base sera destinada a
producdo de um determinado produto, cuja concentracdo de nucleotideos também é
monitorada no produto final.

Mesmo as diferencas apresentadas em relacdo a cromatografia
durante o monitoramento, ndo estarem em um nivel aceitavel para utilizacdo em
processo (Amostra de processo), 0 método de andlise por modelos de regressao se
mostra com alto potencial de aplicacdo em regime de rotina.

O método desenvolvido nesse trabalho em parceria Biorigin — UFSCar
reafirma a eficiéncia da interacdo do conhecimento cientifico-tecnoldgico,

proporcionado pelas Universidades, com as necessidades do setor produtivo.
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