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Abstract: Whey is actually considered a by-product of cheese production and, even though it is mostly
discarded, it can be a raw product for other manufacturing process. In order to determine the final
product, it is necessary to quantify the whey protein percentage. The quantifying process can be, among
others, the ultraviolet spectroscopy (UV), which offers a simple and no reagents needed solution. This
work develops a low cost and high reliable whey protein quantification system able to operate at a
specific UV spectrum where there is light absorption by proteins molecules. Additionally, the system’s
portability and compactness allow it to be directly coupled at line production processes. The system is
basically made of sensor, microcontroller and signal conditioning circuitry that have ben extensively
tested and sealed to avoid external perturbances. Obtained results shows high reliability, with average
reading error of £0.044%, average variance of 0.031% in relation to a calibration line with R2 of 0.94.

Resumo: O soro do leite é considerado um subproduto da producdo de queijos e mesmo sendo
descartado na maioria das vezes, pode ser utilizado como matéria prima para outros produtos. Para se
determinar qual serad esse produto, é necessario realizar a quantificagdo das proteinas presentes. Essa
quantificacdo pode ser realizada a partir da técnica de espectroscopia ultravioleta (UV), sem a
necessidade de reagentes ou de um preparo complexo das amostras a serem analisadas. Este trabalho
apresenta o desenvolvimento de um sistema de quantificacdo de proteina no soro do leite, configurado
para operar em uma faixa UV especifica onde ocorre a absorcéo de proteinas, como uma proposta de
baixo custo e elevada confiabilidade. Adicionalmente, o fato de ser um equipamento portatil e compacto,
pode permitir que seja acoplado diretamente em uma linha de produgdo. O sistema é fechado evitando
perturbagBes externas e passou uma bateria de testes, sendo composto basicamente por um sensor,
circuito de condicionamento e microcontrolador. Os resultados obtidos demonstraram uma elevada
confiabilidade, apresentando um erro médio de leitura de +0,044%, aliado a uma variancia média de
0,031% em relacdo a reta de calibracdo que possui R? de 0,94.
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1. INTRODUCAO

Sabe-se que 0 soro de leite é considerado um subproduto
lacteo da industria de laticinios e é obtido principalmente a
partir da coagulagdo do leite apds a fabricacdo de queijos ou
de caseina. No processo de fabricacdo de queijos, calcula-se
que para cada quilo produzido, sdo necessarios 10 litros de
leite e, deste montante, 9 litros sdo descartados em forma de
soro (Moreira et al., 2010; Teixeira; Fonseca, 2008).

No Brasil, a utilizagdo do soro de leite para producdo de
novos produtos € insipiente, sendo que 40% do total é
descartado de forma inadequada, sem tratamento nenhum
(Marquardt et al., 2012). Em volume, o Brasil produz
aproximadamente 1,72 milhGes de toneladas de soro/ano, das
quais 1,58 milhdes de toneladas sdo descartadas. Isto
significa uma perda de 11,7 mil toneladas de proteina/ano
(Antunes, 2013).
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Por muito tempo, o soro de leite foi considerado apenas um
subproduto do processo fabril de queijos, fato que intrigou
muitos pesquisadores. Hoje, ja existem diversos estudos que
comprovam o seu potencial, principalmente por conta de sua
composicdo. Teixeira e Fonseca (2008), por exemplo,
acreditam que, apds processamento adequado, o0 soro é
considerado e transformado em um produto de alto valor
agregado. Outros autores ressaltam ainda que, de acordo com
o0 tipo de soro (doce ou acido), estes podem ser utilizados
como substrato para geracdo de energia, biocombustivel ou
ainda, producdo de queijos frescos (tipo ricota ou cottage),
concentrados proteicos, isolados proteicos, entre outros. (Lin
et al., 2014; Mirabella et al., 2014).

Porém, para que o soro do leite possa ser aproveitado como
matéria-prima, € necessario que o seu perfil de qualidade
microbioldgica e fisico-quimico seja determinado. Isso é
necessario, pois, a composicdo e o tipo do soro gerado na
inddstria leiteira variam conforme o produto produzido, o
tipo de leite utilizado e os processos empregados na producdo
(Teixeira; Fonseca, 2008).

O principal componente a ser avaliado no perfil de qualidade
do soro é a quantidade total de proteina presente, ja que ela
ird determinar qual ser4 a sua aplicacdo. Tais proteinas
presentes no soro de leite, apresentam uma estrutura globular
ligadas através de pontes de dissulfeto. Estas sdo divididas
em: beta-lactoglobulina (BLG), alfalactoalbumina (ALA),
albumina do soro bovino (BSA), imunoglobulinas (Ig's) e
glico-macropeptideos (GMP) (Haraguchi; Abreu; de Paula,
2006).

Portanto, fica claro que a quantificacdo das proteinas
presentes no soro de forma rapida é desejavel, uma vez que
0s métodos convencionais utilizados, sdo demorados e/ou
caros. Um deles é o método imunoldgico ELISA, que utiliza
anticorpos para detectar e quantificar as proteinas. Outro
método é fundamentado na atividade enzimatica do soro, no
qual a quantidade de proteina é estimada baseado na
quantidade de enzimas presentes. Uma terceira possibilidade
é a quantificacdo via cromatografia liquida, o que exige um
equipamento para analise com custo altamente elevado (Le;
Zhao; Larsen, 2019).

Uma opg¢do mais acessivel para a quantificacdo de proteina
no soro do leite é utilizando espectroscopia, que pode ser
realizada a partir de uma andlise em diferentes faixas do
espectro. Conforme indica o trabalho de Kucheryavskiy e
Lomborg (2014), é possivel trabalhar na faixa do
infravermelho préximo (NIR - Near-Infrared Spectroscopy),
determinando além da quantidade de proteina, a gordura,
lactose e sélidos totais. Porém, um equipamento que opera
nessa faixa de espectro possui um custo mais elevado em
comparacdo a um equipamento que trabalha na regido do
espectro ultravioleta e visivel (UV-Vis). Portanto, a opgao
mais rentavel para a quantificacdo de proteina é a UV-Vis,
onde diferentes proteinas presentes no soro do leite possuem
faixa de absorcdo (Schmid, 2001).

Na faixa do espectro UV-Vis, podem ser utilizados dois
métodos para a quantificagdo de proteinas. No método
basico, a determinagdo da concentracdo de proteinas é feita

com a medicdo da absorbéncia na regido UV préxima a 280
nm, sem a necessidade de reagentes ou preparo complexo das
amostras. No método alternativo, a regido analisada é a
visivel e se faz necesséria a utilizagdo de um regente para que
a absorcdo aconteca em uma faixa especifica do espectro
(Simonian, 2002).

Devido as caracteristicas apresentadas, nesse trabalho a
quantificacdo das proteinas no soro do leite sera feita com a
analise somente da regido UV do espectro. Um outro motivo
dessa escolha, ¢ a proposta do desenvolvimento de um
equipamento seja capaz de operar dentro da linha de
producdo, onde a utilizacgdo de um reagente se torna
complexa e traz limitantes a sua aplicabilidade.

A criacdo de equipamentos baseados em espectroscopia UV-
Vis que permitem a analise de diferentes substancias na
prépria linha de producdo é uma tendéncia mundial, visando
otimizar cada vez mais 0s processos produtivos, algo que
pode ser visto em Liauw, Baylor, O’ Rourke, 2010. A criacéo
de um equipamento portatil e acessivel que realize essa
andlise em uma linha de producdo que processa 0 soro do
leite é algo relevante, como indica o trabalho de Berg et al,
2017. No referido trabalho, a quantificacdo da proteina é
realizada utilizando uma célula de medicdo ligada a um
espectrofotbmetro de bancada, algo que pode ser custoso.
Isso mostra que o desenvolvimento de um sistema especifico,
que realize a quantificagdo da proteina de forma confiavel e
possa ser acoplado diretamente na linha de producéo, atribui
grandes vantagens ao setor.

Assim, esse trabalho apresenta o desenvolvimento de um
sistema de quantificacdo das proteinas presentes no soro do
leite. Esse sistema tem por caracteristica analisar a faixa UV
especifica do espectro onde ocorre a absorcéo das proteinas,
permitindo a sua quantificacdo de forma confidvel.

Para o desenvolvimento do sistema, sdo utilizados materiais
acessiveis com uma montagem compacta. Essa caracteristica
resulta na possibilidade de permitir a sua ligacdo a um
processo produtivo posteriormente. O desenvolvimento do
sistema esta descrito nas Se¢des a seguir.

2. ESPECTROSCOPIA ULTRAVIOLETA

Para que haja uma validacdo e certificacdo de qualquer
produto, de modo a garantir que ele seja fabricado com a
mesma qualidade dentro dos critérios pré-estabelecidos pelo
fabricante, deve-se empregar uma metodologia analitica
confidvel, e que apresente rapidez e baixo custo (Valentini;
Sommer; Matioli, 2007).

Este trabalho utiliza a espectroscopia ultravioleta (UV),
devido as suas caracteristicas, torna-se efetiva e de baixo
custo. Adicionalmente, h4 uma execucdo rdpida com a
possibilidade de aquisi¢cdo de uma faixa ampla de espectros
em um curto periodo. Sua aplicacdo é fundamentada em
transicBes eletrdnicas intra-atbmicas ou moleculares, cuja
capacidade de absor¢do de radiacdo luminosa do ultravioleta
pode ser utilizada para sinais com faixas de comprimento de
onda que alteram entre 200 a 400 nm (Madan; Dwivedi;
Singh, 2005; Trevisan; Poppi, 2006).



A espectroscopia UV obedece a Lei de Lambert-Beer, de
acordo com um modelo matematico para medidas de
absorcdo de radiacdo em amostras em diferentes estados, que
se encontram nas regifes ultravioleta, visivel ou
infravermelho do espectro eletromagnético (Baldissera, 2014
apud Rocha; Teixeira, 2004). As medidas de absorcdo de
radiacdo podem ser determinadas de acordo com a equagéo

(2):

A=log (II—OJ =¢&bc 1)

onde: A é a absorbancia; I, é a intensidade da radiagéo

monocromatica que incide na amostra, e | é a intensidade

da radiacdo que emerge da amostra. Adicionalmente, o termo
¢ € a absortividade molar e refere-se as caracteristicas da
amostra em analise. O termo c refere-se a concentracdo da
amostra e o termo b é a distancia que o feixe percorre pela
amostra (Rocha; Teixeira, 2004).

Os aspectos metodologicos utilizados para o sensoriamento e
aquisicdes de dados para aplicacdo da técnica proposta com
uma abordagem de baixo custo sdo descritos na Se¢éo 3.

3. METODOLOGIA

A metodologia adotada para a implementagdo proposta neste
trabalho é descrita nesta Secdo. Para 0s ensaios
experimentais, um circuito com um receptor e um emissor
UV foi utilizado. O sinal lido pelo emissor UV foi
condicionado para aquisicdo em um microcontrolador para
validag8o dos ensaios. O receptor utilizado foi um fotodiodo
sensivel a UV-A e UV-B encapsulado em sensor comercial, 0
ML8511. O referido sensor é utilizado para mensurar a
intensidade da incidéncia UV em ambientes internos ou
externos. Ele é equipado com um amplificador interno, que
converte foto-corrente em tensdo de acordo com a variagdo
da intensidade UV. Este sensor detecta a luz nas faixas de
280-390 nm com maior sensibilidade, conforme ilustra a
Figura 1, que apresenta a sua responsividade espectral
relativa.

Uma vez definido o circuito de leitura dos dados, foi definido
0 emissor apropriado, fundamentado na folha de dados do
ML8511 e disponibilidade comercial de componentes. Como
a responsividade do sensor é otimizada na faixa de 280-390
nm, optou-se por utilizar um LED UV com pico de emissdo
em 365 nm. O LED em questdo possui 3 W de poténcia, e
possui dissipador estrela soldado.

A Figura 2 ilustra o circuito de condicionamento e o circuito
interno do ML8511 utilizado para os ensaios experimentais.
O sensor em questdo é alimentado com uma tensdo de 3,3
V(CC) nos terminais 4 e 7. O terminal 9 é um pino de teste
(ndo conectado), o terminal 10 trata-se de um terminal
interno para referéncia de tensdo, e o terminal 5 refere-se ao
GND que deve ser equipontencializado com o circuito de
condicionamento e o microcontrolador.
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Fig. 1 Caracteristicas de
ML8511.
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Fig. 2 Circuito de condicionamento.

Um circuito de condicionamento auxiliar foi montado para a
aquisicdo dos sinais por meio do microcontrolador Atmel
ATmega328P da plataforma Arduino. O referido circuito foi
utilizado para calibracdo do sensor, gerando uma relacéo
entre a concentragdo de proteina das amostras com a tensdo
de saida do circuito, lida pelo microcontrolador.

Ainda, observando a Figura 2, o sinal de tensdo gerado pelo
sensor é amplificado por meio de um amplificador
operacional em configuragdo inversora com ajuste de offset.
Um capacitor de 100 pF foi utilizado para mitigar as


https://cdn.sparkfun.com/

possiveis oscilagdes da fonte de tensdo. No circuito de
condicionamento, os resistores R1 e R2 determinam a
impedancia de entrada do amplificador, aliado a configuracéo
em série com o trimpot RV2, utilizado para ajustar o ganho
do amplificador. Para aplicar um offset ao sinal, foram
utilizados os resistores R3 e R4 em série com o trimpot RV1.
A tensdo de saida é amostrada sobre o resistor R6 (4,7 kQ)
que opera como carga.

Para 0s ensaios experimentais, a saida de tensdo foi
conectada em uma entrada analdgica do Arduino. A
referéncia de tensdo do conversor A/D foi de 3,3 V(CC). A
montagem experimental realizada pode ser observada na
Figura 3.

Fig. 3 Ensaios experimentais.

Na Figura 3 é possivel identificar o LED UV utilizado. Ele
foi alimentado diretamente por uma fonte CC de bancada,
com uma tensdo de 3,75 V e corrente limitada em 0,43 A,
conforme indicado como ideal no datasheet do componente.
N&o foi utilizada uma tenséo alimentacdo superior a essa, em
conjunto com um resistor para limitar a corrente, pois em
testes preliminares foi constada uma varia¢do na corrente do
LED apo6s o funcionamento do circuito por alguns instantes.
Isso causava mudangas na intensidade da luz gerada pelo
LED, o que consequentemente causava oscilagdes
indesejadas nas medicBes. A ligacdo do LED diretamente na
fonte se mostrou estavel.

Ainda na Figura 3, se percebe o porta-amostra montado,
iluminado pela luz UV gerada pelo LED. Foram fabricadas
15 unidades, uma para cada amostra. Todas elas foram feitas
em vidro transparente de 3 mm de espessura com
caracteristicas iguais para se evitar distor¢es nas medidas.

O procedimento experimental se deu da seguinte forma:

1- Energizacdo dos dispositivos e estabelecimento da
comunicacdo do microcontrolador com um PC para
o0 recebimento dos dados lidos.

2- Colocagdo da amostra dentro do porta amostras.

3- Fechamento da caixa com o sistema de medicéo, a
fim de evitar a influéncia de luz externa.

4- Leitura de onze medidas pelo conversor A/D do
microcontrolador. Dessas medidas, os trés maiores e
os trés menores valores lidos foram descartados. A
média dos cinco valores intermediarios foi utilizada

como medida. Essa técnica foi utilizada para
eliminar eventuais ruidos e oscilagbes da
amostragem.

5- Envio do valor de tensdo lido pelo sistema para o
computador via comunicacdo USB.

Para a realizacdo do ensaio experimental, foi utilizado whey
protein isolado como fonte de proteina. As amostras foram
dissolvidas em diferentes concentracdes, baseadas na média
de proteinas totais encontradas no soro do leite, que fica entre
4 e 10 mg/ml, variando conforme o produto originario
(Haraguchi; Abreu; de Paula, 2006). Além disso, foram
consideradas as limitagGes laboratoriais para o preparo.

Inicialmente, foram utilizados 10 gramas de whey protein,
dissolvidas em 300 mililitros de 4&gua purificada.
Considerando a concentragdo de proteina presente no whey
protein utilizado, obtida nas informagGes nutricionais do
produto, se obteve uma concentracdo de inicial de 0,02381
mg/ml de proteina por amostra conforme a Tabela 1. Essa
solucdo inicial foi posteriormente diluida a fim gerar diversas
amostras diferentes para a realizacdo dos ensaios, como
descrito na Secéo 4.

Tabela 1. Dados de concentragéo da solugéo inicial.

Concentracdo de whey (g prot/g whey) | 0,7142
Volume de dgua da amostra inicial 300
(ml)

Quantidade de whey - amostra inicial 10
()]

Concentracédo prot. amostra inicial 23,806
(mg/ml)

4. ANALISE DOS RESULTADOS

Os resultados obtidos nos ensaios experimentais sdo descritos
nesta Secdo. A partir da solucdo inicial descrita
anteriormente, foram retiradas 15 amostras com diferentes
volumes, e realizadas novas diluigdes com &gua. Em posse
destas 15 amostras com diferentes concentragbes, foram
realizadas as medigdes, que estdo apresentadas na Tabela 2.
Nessa tabela, VSI é o Volume da Solugdo Inicial utilizado
para a geracdo da amostra em (ml), VAA é o Volume de
Agua Adicionada na amostra em (ml), CP é a Concentragio
de Proteina em (mg/ml) e V, é a tensdo de saida em (V).

Tabela 2. Dados coletados das amostras

Amostra | VSI VAA CP Vo

(m) [ (ml) | (mg/ml) | (V)
1 1 9 2,380 2,000
2 2 8 4,761 1,910
3 3 7 7,142 1,798
4 4 6 9,522 1,602
5 5 5 11,903 | 1,422
6 5,5 45 13,093 | 1,346
7 6 4 14,284 | 1,326
8 6,5 3,5 15,474 | 1,290
9 7 3 16,664 | 1,242
10 7,5 2,5 17,855 | 1,230




11 8 2 19,045 | 1,194
12 8,5 15 20,235 | 1,172
13 9 1 21,426 | 1,156
14 9,6 0,4 22,616 | 1,128
15 10 0 23,806 | 1,074

A Figura 4 ilustra a resposta da variacdo da concentragdo de
proteina das amostras pela tenséo de saida.
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Fig. 4. Variagdo da concentrago versus tensdo de saida.

Percebe-se, pela andlise da Figura 4, que had uma relagéo
linear entre a luminosidade mensurada pelo receptor UV com
a concentracdo de whey protein medida (obtida pelas tensdes
na saida do circuito), conforme hé a variagdo das amostras.
Adicionalmente, foi realizada a analise de regressao linear,
onde a relacdo entre as varidveis dependentes (tensdo de
saida) e independentes (concentracdo de proteina) é
representada por meio de um modelo matematico. O referido
modelo pode ser obtido a partir do script a seguir,
implementado em software computacional Matlab®, que esta
apresentado no grafico da Figura 5 como reta de calibragéo.

clear all;
clc;

x=[ (vetor dados de concentracéo)];
y =[(vetor dados de tensdo de saida)]l;
pl=polyfit(x,y,1)

plot(x,y,'+")

hold on

plot(x,polyval (pl,x), 'r--")
yfit=pl (1) *x+pl(2);

yresid=y-yfit;
SQresid=sum(yresid.”"2);
SQtotal=(length(y)-1)*var(y);
R2=1-SQresid/SQtotal

A equacdo que representa a resposta das aquisigdes é dada
em (2) e, em (3), tem-se a o coeficiente de medida que
determina a dependéncia linear entre as variaveis:

y =-0,0439.x +2,0367 )

R? =0,9403 ®)

onde y é a variavel dependente, x € a variavel independente e

R? é o coeficiente de correlacdo linear. Para a validacdo dos
ensaios experimentais, a Figura 6 apresenta a relacdo de
variancia e erro relativo das amostragens em relacéo a reta de
calibracdo, de acordo com os dados apresentados na Tabela 3.

%10

—¥— Variancia
Erro relativo

Variancia

Amostras

Fig. 5 Validacdo dos ensaios experimentais.

A partir da analise dos dados apresentados na Tabela 3,
observa-se uma variancia maxima de 0,057% na amostra que
apresenta um erro de 0,77%. A variancia média obtida nos
ensaios experimentais foi de 0,031%, e o erro médio de
leitura foi de +£0,044%.

Tabela 3. Validacéo dos ensaios

Variancia Erro relativo
0,00030656 0,00452075
0,00045180 0,00548817
0,00037334 0,00498892
0,00001849 -0,00111033
0,00056603 -0,00614291
0,00089534 -0,00772587
0,00046629 -0,00557549
0,00030264 -0,00449178
0,00026562 -0,00420808
0,00003486 -0,00152437
0,00000291 -0,00044066
0,00003727 0,00157638
0,00023921 0,00399343
0,00047216 0,00561047
0,00045279 0,00549418

Com base na analise dos dados coletados, evidencia-se um
resultado satisfatorio para o sistema de medicdo de proteina
proposto neste trabalho, atribuindo a aplicabilidade de um
sensoriamento de baixo custo.

5. CONCLUSOES



Este trabalho apresentou uma proposta para medicdo
quantitativa de proteina a partir de sensoriamento com
emissores e receptores UV. O comprimento de onda do
elemento emissor é de 365 nm, compativel na faixa de leitura
de maior precisdo do receptor UV. A proposta é
fundamentada em um sensoriamento de baixo custo e a
variacdo do comprimento de onda pode ocorrer na faixa de
280 a 390 nm.

Como ja foi dito, o pico de absorcdo das proteinas presentes
no soro do leite acontece no comprimento de onda de 280
nm. Contudo, percebe-se que o sensor utilizado nesse
trabalho  possui  uma  sensibilidade relativa de
aproximadamente 0,3 para esse comprimento. Somado a isso,
os LEDs UV encontrados comercialmente a precos acessiveis
ndo possuem pico de emissdo nesse comprimento de onda.
Assim, foram tomadas duas medidas para permitir as
medicdes de forma satisfatéria se chegar aos resultados
apresentados: a utilizacdo de um LED com poténcia elevada e
a aplicagdo de um circuito de condicionamento na saida do
sensor. Sem esses dois artificios, a quantificagdo de proteina
ndo teria sido possivel.

Amostras com diferentes concentragdes foram testadas para
aquisicdo do sinal de tensdo de saida. Ap6s 0s ensaios
experimentais, um erro médio de +0,044% foi observado, e a
varidncia média foi de 0,031%. Diante dos fatos
mencionados, a eficiéncia do método proposto pOde ser
comprovada, mostrando-se linear e robusto, como uma
alternativa as técnicas convencionais de espectrofotometria
que utilizam espectrofotdmetros comerciais que operam em
ultravioleta.

Para os proximos trabalhos, €é possivel realizar a
implementacdo de um algoritmo no microcontrolador para
que ele gere como saida a concentragdo de proteina lida,
utilizando a reta de calibragdo obtida nesse trabalho. Pode-se
ainda realizar testes utilizando o soro do leite e uma mudanca
no sistema de leitura de amostras para que seja possivel
acoplar o sistema em uma linha de producéo.
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