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RESUMO

GONCALVES, B. R. F. Verificacdo de autenticidade em leite e mucarela de bufala por meio de
FTIR e medidas analiticas associadas a quimiometria. Itapetinga — BA: UESB, 2019. 86 p. (Tese
— Doutorado em Engenharia e Ciéncia de Alimentos).*

A sazonalidade na producdo de leite bubalino associada ao preco elevado quando comparado ao leite
de vaca sdo causas que proporcionam possibilidades de adulteracfes em mucarela de bufala.
Objetivou-se utilizar avaliacdo protebmica e medidas analiticas associadas a quimiometria para
detectar a presenca de leite de vaca em mugarela de bufala. Foram produzidos queijos mucarela
exclusivamente com leite de bufala e vaca e com inclusGes crescentes de leite bovino ao bubalino
(10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80% e 90%), em 15 repeticdes de cada formulacao,
totalizando 165 amostras de queijos que foram congeladas com 20 dias apds a data de fabricacéo para
padronizacdo de reacOes proteoliticas. Foram coletados 11 queijos comerciais de mucarela de budfala.
Peptideos sollveis em agua foram extraidos das amostras de queijo mucarela e avaliados por
espectroscopia no infravermelho médio. Amostras de leite e queijo foram avaliadas em relacdo a
composicao quimica (teores de agua, gordura, proteina, lactose (em amostras de leite), sélidos totais,
solidos desengordurados, pH e espectroscopia no infravermelho médio) e caracteristicas fisico-
quimicas (acidez e cor instrumental (em amostras de queijos)). Os dados obtidos foram analisados
por quimiometria (andlise de componentes principais, analise discriminante, regressdo linear
multipla, regressdo por minimos quadrados parciais e redes neurais artificiais) para
separacao/classificacdo de amostras em grupos caracteristicos, diferenciacédo entre as formulacdes e
predicbes das quantidades de leite de vaca. Foram gerados gréaficos de dispersdo, modelos
matematicos de discriminacao, regressdo linear multipla e regressao por minimos quadrados parciais,
além de redes neurais que, em conjunto, foram capazes de detectar a presenca de leite de vaca em
amostras de leite e queijo mugarela, classificando-as em adulteradas ou ndo adulteradas. Os resultados
desta pesquisa mostraram-se importantes para auxiliar na detec¢éo de adulteracdes por adigéo de leite
de vaca em leite e queijo mucarela de bufala a partir da aplicacdo de espectroscopia no infravermelho

médio associado a quimiometria.

Palavras-chave: adulteracGes; analise multivariada; espectroscopia; FTIR; queijo.

* Orientadora: Sibelli Passini Barbosa Ferrdo, Dra., UESB. Co-orientador: Antonio Silvio do Egito,
Dr., EMBRAPA. Co-orientador: Leandro Soares Santos, Dr., UESB.



ABSTRACT

GONCALVES, B. R. F. Verification of authenticity in milk and buffalo mozzarella by FTIR and
analytical measures associated with chemometrics. Itapetinga — BA: UESB, 2019. 86 p. (Thesis —
Doctorate Degree in Food Engineering and Science).*

The seasonality in the production of buffalo milk associated with the high price when compared to
cow's milk are causes that offer possibilities of adulterations in buffalo muzzarela. The objective was
to use proteomic evaluation and analytical measures associated with chemometrics to detect the
presence of cow's milk in buffalo mozzarella. Cheeses were exclusively produced with buffalo and
cow's milk and with bovine milk (10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80% and 90%) 15
replicates of each formulation, totaling 165 cheese samples that were frozen with 20 days after the
date of manufacture for standardization of proteolytic reactions. Eleven commercial buffalo cheeses
were collected. Water-soluble peptides were extracted from the cheese samples and evaluated by mid-
infrared spectroscopy. Milk and cheese samples were evaluated for chemical composition (water, fat,
protein, lactose (in milk samples), total solids, defatted solids, pH and medium infrared spectroscopy)
and physico-chemical characteristics (acidity and instrumental color (in cheese samples)). The data
obtained were analyzed by chemometrics (principal components analysis, discriminant analysis,
multiple linear regression, partial least squares regression and artificial neural networks) for
separation / classification of samples in characteristic groups, differentiation between formulations
and predictions of milk quantities of cow. Scatter plots, mathematical models of discrimination,
multiple linear regression and partial least squares regression were generated, as well as neural
networks that together were able to detect the presence of cow's milk in milk and cheese samples,
classifying - adulterated or unadulterated. The results of this research were important to aid in the
detection of adulterations by addition of cow's milk in buffalo milk and cheese from the application

of medium-infrared spectroscopy associated with chemometrics.

Key-words: adulterations; spectroscopy; FTIR; cheese; chemometric.

* Advisor (a): Sibelli Passini Barbosa Ferrdo, Dra., UESB. Co-advisor: Antonio Silvio do Egito, Dr.,
EMBRAPA. Co-advisor: Leandro Soares Santos, Dr., UESB.
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1. INTRODUCAO

Por conta de suas caracteristicas nutricionais, sensoriais e tecnoldgicas, o leite de bufala é uma
boa alternativa de matéria-prima para a fabricacdo de derivados lacteos, em especial o0 queijo
mucarela (SANTOS et al., 2013). No Brasil, em virtude da sazonalidade em sua producdo, com
maiores ofertas em determinada época do ano, geralmente no outono-inverno, associada ao prego
elevado quando comparado ao leite de vaca, podem ocorrer misturas de leites das espécies bovina e
bubalina para producgéo dos derivados, o que consiste em fraude alimentar por adulteracdo quando
n&o existir a presenca da informacéo da mistura na embalagem dos produtos (CZERWENKA et al.,
2010).

Boa parte da populacdo preza pela confianca de que esta adquirindo alimentos com as reais
caracteristicas que sdo especificadas em seus rotulos. Nas embalagens, a origem, quantidade e
qualidade das matérias-primas devem ser relatadas, pois a adicdo ndo mencionada de leite de vaca
em leite de bafala fere os direitos dos consumidores e a legislagdo em vigor (BRASIL, 2017). Nesse
contexto, torna-se necessario utilizar técnicas laboratoriais existentes objetivando detectar com maior
facilidade, preciséo e rapidez tais adulteracdes (JAISWAL et al., 2015; LOHUMI et al., 2015).

A busca por autenticidade em mucarela de bufala geralmente baseia-se em metodologias que
estudam as caracteristicas protedmicas, tais como proteinas e suas fracdes, peptideos e aminoacidos.
Diferentes métodos podem ser aplicados para identificar leite de vaca em leite de bufala e/ou mucarela
de bufala, com destaques para ensaios eletroforéticos (VELOSO et al., 2002; MAYER, 2005;
GONCALVES et al., 2016), cromatograficos (ENNE et al., 2005; GONCALVES et al., 2016) e
espectrometria de massas (COZZOLINO et al., 2001, 2002).

Apesar de possuirem boa sensibilidade, precisao e confiabilidade nos resultados, estes métodos
protedmicos podem ser complementados para utilizacdo em analises de autenticidade de alimentos
em industrias e/ou laboratérios, principalmente por conta de infraestrutura, custos operacionais,
dificuldades no preparo de amostras e reagentes e demora na obtencdo dos resultados. Nesse aspecto,
a Espectroscopia no Infravermelho Médio por Transformada de Fourier (FTIR) pode ser utilizada
gerando respostas rapidas, precisas e com pouca preparacdo das amostras (NICOLAOU et al., 2010;
SANTOS et al., 2013; CONCEICAO et al., 2019).

Medidas analiticas quando combinadas com a quimiometria podem permitir o desenvolvimento
de modelos estatisticos e matematicos com boas performances para detectar de maneira rapida a

presenca de leite de vaca em mugarela de bufala (DOMINGO, 2014).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Leite de bufala

Entende-se por leite, sem outra especificacdo, o produto oriundo da ordenha completa,
ininterrupta, em condicdes de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas. O leite de
outros animais deve denominar-se segundo a especie de que procede (BRASIL, 2017), devendo o
leite de bubalinos ser denominado como leite de bufala.

O leite de bdfala é o segundo mais produzido no mundo, representando cerca de 14% da
producdo global, ficando atrds somente do leite bovino que é responséavel por 83% (FAOSTAT,
2018). O rebanho bubalino no Brasil tem aumentado em torno de 12,7% ao ano, enquanto a producao
brasileira de leite de bufala cresce, em média, 25% ao ano desde 2001, com quantidades superiores a
92 milhdes de litros por ano, indicando ser uma boa atividade no setor de lacteos nacional (IBGE,
2018). Um dos principais fatores que esta impulsionando a bubalinocultura é o aproveitamento do
leite como matéria-prima para a producdo de derivados, proporcionando maior rendimento industrial
associado com boas caracteristicas de qualidade nutricional e sensorial (SHAKERIAN et al., 2016).

A composicdo quimica e caracteristicas fisico-quimicas do leite (Tabela 1) sdo influenciadas
por diversos fatores, como espécie, raca, lactacdo, idade, manejo, alimentacéo e sanidade dos animais,
condi¢es climaticas e periodo do ano (CZERWENKA et al., 2010), o que justifica a grande variacao

dos valores divulgados pelos pesquisadores.

Tabela 1: Composicdo média dos leites de vaca e bufala.

Tipode  Teordeagua Proteina Gordura Lactose ST* SD? Acidez

leite (%) (%) (%) (%) (%) (%) ("Dornic)
Vaca 87,00 3,50 380 480 1300 9,20 14-18
Bufala 82,00 4,10 750 520 1800 11,50  14-23

FONTE: Adaptado de Pignata et al. (2014). 'Sélidos Totais. 2Sélidos Desengordurados.

Quando comparado ao leite bovino, o leite de bufala tem gosto doce mais acentuado e coloracédo

mais branca ocasionada pela presenca de pequenas quantidades de caroteno (HUSSAIN et al., 2012).

Geralmente apresenta maiores teores de proteina, gordura, lactose, solidos totais (ST), sélidos

desengordurados (SD), vitaminas e minerais (PIGNATA et al., 2014; MANUELIAN et al., 2017),

tendo seus constituintes mais concentrados, o que proporciona vantagens em relacdo ao rendimento

industrial, sendo que o seu aproveitamento pode superar o leite bovino em até 40% (BUZI et al.,
2009).

As proteinas do leite de bufala sdo constituidas por cerca de 77% - 79% de caseinas e 21% -

23% de proteinas do soro (SHAKERIAN et al., 2016). Para a producdo de queijos o leite de blfala
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retém menos agua e é coagulado mais rapidamente, além de apresentar maior rendimento quando
comparado ao leite de vaca. Muitas vezes e necessario correlacionar o teor de proteina com
subprodutos gerados a partir de reacdes de proteolise, tais como, peptideos e aminoécidos, pois podem
auxiliar na verificacdo da autenticidade de leites e/ou queijos das espécies em estudo (MOORE et al.,
2012).

A gordura do leite é o constituinte mais varidvel e um dos mais importantes economicamente,
com valores entre 5,5% e 8,0% para o leite de bufala e 3,0% e 5,0% para o leite de vaca, a depender
de fatores como raca, alimentacdo e estagio de lactacdo dos animais e regido, clima e vegetacdo da
localidade onde se encontram. Os lipidios podem ser extraidos do leite sem promover grandes
modificacbes nos demais constituintes. Esta etapa do processo visa, de certa forma, além de
padronizar o teor de gordura do leite e obter matéria-prima para fabricacdo de outros derivados
lacteos, promover a minimizacao das diferencas quantitativas entre os leites das duas espécies para a
producdo dos queijos (WALSTRA et al., 2001).

A lactose é o carboidrato caracteristico do leite, sendo um dissacarideo composto por glicose e
galactose. Possui importancia nos processos tecnoldgicos de acidificacdo do leite e derivados, por
meio da fermentacdo latica, sendo importante nas etapas de fabricacdo de iogurtes, manteigas e
queijos (SAMEEN et al., 2008). Em rebanhos de bubalinos criados no estado da Bahia, os teores de
lactose variam de 4,7% a 5,5%, enquanto o leite de vaca apresenta teores variando de 4,0% a 4,8%
(PIGNATA et al., 2014).

A acidez do leite é quantificada de acordo com a presenca de acidos, caseinas, fosfatos,
albumina, dioxido de carbono e citratos. A elevacdo da acidez € causada pela hidrdlise da lactose por
enzimas microbianas, resultando na formacdo de &cido latico. Para o leite bubalino, os valores de
acidez geralmente sdo elevados quando comparados com o leite bovino, devido a caseina, que por
conter aminoacidos com caracteristicas anfoteras, agem como acidos na titulagdo (AHMAD et al.,
2008).

Por conta de suas caracteristicas nutricionais, sensoriais e tecnoldgicas, o leite de bufala é uma
boa alternativa de matéria-prima para a fabricacdo de queijos, manteiga, iogurtes, entre outros
derivados lacteos (HAN et al., 2007; AHMAD et al., 2008).

2.2. Mucarela de bufala

A maior parte do leite de bufala industrializado é utilizado como matéria-prima para producéo
do queijo mucarela, embora em muitas localidades também é direcionado, em menores quantidades,
para fabricacdo de alguns queijos frescos e/ou maturados, variando de acordo com a regido e 0s
habitos alimentares (CORREDDU et al., 2017).
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O queijo mucarela foi originado no Sul da Italia, nas regides de Campania, Lazio, Apulia e
Molise, sendo essas localidades as Unicas no mundo que possuem o selo da auténtica “Mozzarella”,
que é uma Denominagdo de Origem Protegida (DOP) regulamentada por Leis da Unido Europeia
(CZERWENKA et al., 2010). De acordo com as Regulamentacdes, a verdadeira mucarela deve ser
produzida exclusivamente com leite de bufalas italianas (Bubalus bubalis) criadas em regides
atribuidas a especificacdo DOP, além de defini¢bes rigorosas de qualidade tanto em relacdo as
caracteristicas quanto a tecnologia de producdo (PETRELA et al., 2015).

Caracteriza-se por ser um queijo de massa filada, onde o queijo é esticado em &gua com
temperaturas superiores a 60°C para que ocorra a fusdo da massa e alinhamento paralelo das fibras
(NGUYEN et al., 2017), garantindo caracteristicas proprias de aparéncia, textura e derretimento da
mugarela, além de ser tradicionalmente produzido exclusivamente com leite de bufala integral e ndo
pasteurizado, adicionado de culturas lacteas presentes no soro de leite do dia anterior, apresentar alto
teor de gordura na matéria seca (> 52%), massa elastica e sabor agradavel (LOCCI et al., 2008;
APONTE etal., 2010; AHMED etal., 2011), com algumas varia¢des a depender do local de produgéo.
Em relacdo a umidade pode ser classificado em queijo mucarela de baixa umidade (teores variando
entre 45% e 52%) ou alta umidade (> 52%) (NGUYEN et al., 2017).

O queijo mugarela de bufala é considerado importante na nutricdo humana, devido aos teores
relevantes de lipideos, proteinas, vitaminas e minerais, sendo um produto de alto valor agregado, com
crescente aceitacdo e popularidade no mercado nacional, com demandas tanto para 0 consumo in
natura quanto para utilizacdo na culinaria. Com isso, essa demanda de mercado desperta interesse de
industrias do setor de lacteos em incorporar a tecnologia deste produto em sua linha de producéo
(BUZI et al., 2009).

No entanto, a0 mesmo tempo em que ocorre 0 aumento da oferta e demanda do produto,
fraudadores encontram oportunidades para cometerem praticas ilegais na fabricacdo deste tipo de
queijo. Em diversas localidades, existem tentativas de se produzir mucarela de bufala a partir de leite

de vaca, adulterando o produto e modificando suas caracteristicas originais (PISANO et al., 2016).
2.3. Adulteracdes em mucarela de bafala

A producao do leite de bufala apresenta carater sazonal, com maiores ofertas normalmente no
outono-inverno. Por conta disso, associado ao preco elevado quando comparado ao leite de vaca,
ocorrem misturas de leites entre as espécies bovina e bubalina para producdo dos derivados, o0 que
configura fraude alimentar quando n&o existir a presenca da informagéo da mistura na embalagem
dos produtos (CZERWENKA et al., 2010).
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Adulteracdes em mucarela de bufala geralmente ocorrem com o objetivo de gerar ganhos
financeiros significativos. A adicdo de leite de vaca ao leite de bufala para fabricacdo do queijo
mugarela é realizada de maneira intencional, sendo facilitada pela falta de fiscalizacdo por parte das
autoridades responsaveis associada a inexisténcia de padrdes legais e de uma legislacdo vigente
dedicada ao intuito de impedir que os fraudadores continuem cometendo essas praticas ilegais
(DALMASSO et al., 2011).

Uma série de métodos baseados em avaliagdes protedmicas foram desenvolvidos para detectar
esses tipos de fraudes e garantir a autenticidade dos produtos (LOCCI et al., 2008). A focalizacao
isoelétrica (IEF) em gel de poliacrilamida tem sido adotada pela Unido Europeia como 0 método
oficial de referéncia para detectar y»-caseina bovina, com deteccdo limite de 1% (v/v) de leite de vaca
em outros tipos de leite (cabra, ovelha e bdfala) (COMMISSION REGULATION, 2008). Resultados
confiaveis, independente do grau de proteolise, podem ser obtidos na analise de queijos ovinos e
caprinos, porém em queijos de bufala a conclusao é incerta, pois peptideos semelhantes a y,-caseina
bovina sdo gerados a partir da atuacdo da plasmina na hidrélise do fragmento 106-209 da B-caseina
(B-CN) do leite de bufala, ocasionando resultados falso-positivos quando analisados pelo método
oficial europeu (PIZZANO et al., 2011).

Addeo et al. (2009), por meio de abordagens imunoquimicas, identificaram diferencas entre a
y2-caseina bovina e peptideos semelhantes a esta fragdo nos perfis da IEF, baseado no estudo de
identificacdo de variantes da caseina, com o uso de anticorpos que reagem com a y2-caseina bovina e
peptideos gerados a partir da hidrolise da B-CN bovina pela agdo da plasmina, porém nao reagem
com a maioria dos peptideos resultantes da hidrolise da B-CN bubalina. A técnica apresentou
sensibilidade de 0,25% (v/v) de misturas dos leites, podendo ser considerado uma alternativa ao
método oficial europeu.

Diante disso, técnicas que permitam checar o tipo de leite utilizado na producdo da mucarela
sdo importantes. VVarios outros métodos analiticos para deteccao de misturas de leites de vaca em leite
e/ou queijo bubalino foram adaptados e desenvolvidos, com destaques para eletroforese,
cromatografia e espectrometria de massas (ADDEO et al., 2009; GUERREIRO et al., 2013).

Os métodos eletroforéticos oferecem informagdes sobre as proteinas do leite, sendo utilizados
na diferenciacdo do leite de varias espécies. Uma das mais tradicionais técnicas de eletroforese,
realizada em gel de poliacrilamida (PAGE), pode ser utilizada tanto na presenca do surfactante
dodecil sulfato de sédio (SDS) (SDS-PAGE) quanto de ureia (ureia-PAGE). Com a evolugéo da
tecnologia, técnicas mais sofisticadas foram desenvolvidas, tais como a eletroforese capilar (EC), que
permitem redugdo no tempo de analise e deteccdes mais precisas no caso de adulteracdes (EGITO et
al., 2006).
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Outras técnicas baseadas na analise de proteinas para a identificacdo do tipo de leite presente
nos lacteos, tais como Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia de Fase Reversa (RP-HPLC) com
lonizagéo e Dessorcdo a Laser Assistida por Matriz — Tempo de Voo (MALDI-TOF) (COZZOLINO
et al., 2002) podem ser aplicadas, porém sdo metodos caros e demorados, portanto ndo sao
comumente utilizados em andlises de rotina nas industrias ou 6rgaos fiscalizadores.

RP-HPLC também pode ser utilizada na separacdo e identificacdo de peptideos em queijos,
permitindo o controle de qualidade destes produtos. O estudo de peptideos sollveis em agua (PSA)
extraidos das amostras de interesse pode permitir estimar o tipo de leite utilizado na producao de
derivados lacteos (GONCALVES et al., 2016).

Como alguns métodos nem sempre conseguem distinguir o leite de espécies intimamente
relacionadas, a exemplo de bovinos e bubalinos, pois apresentam caracteristicas proteicas
semelhantes (ENNE et al., 2005), o estudo de grupos funcionais presentes nos constituintes de leites,
queijos e PSA por meio da aplicacdo de Espectroscopia no Infravermelho Médio com Transformada
de Fourier (FTIR) associada a quimiometria pode complementar e facilitar a deteccdo de leite de vaca

em mugarela de bufala.
2.4. Espectroscopia no infravermelho médio com transformada de Fourier (FTIR)

Andlise de Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) pode ser
definida como uma técnica que permite obter informacdes sobre a estrutura molecular e ligacdes
quimicas de grupos funcionais presentes em constituintes no material em estudo (SKOOG et al.,
2001).

E uma técnica de facil execucdo, rapida, precisa e ndo destrutiva, oferecendo vantagens em
relagdo a outras técnicas convencionais. Além do mais, é capaz de fornecer resultados sem a
necessidade da utilizacdo de reagentes quimicos, evitando prejuizos aos manipuladores e ao meio
ambiente, associado ao pouco ou nenhum pré-tratamento das amostras de interesse (LOHUM I et al.,
2015).

A espectroscopia estuda a interacdo da radiacdo eletromagnética com a matéria, onde 0s
compostos presentes nas amostras absorvem radiacdo eletromagnética na regido do infravermelho,
induzindo os movimentos vibracionais das moléculas (BURNS e CIURCZAK, 2008). A regido do
infravermelho corresponde a regido espectral situada na faixa de nimeros de ondas entre 14290 cm'*
e -200 cm:, englobando as regides de infravermelho préximo, médio e distante. Entre 4000 cm™ e
400 cm* passa a ser denominado de espectroscopia no infravermelho médio (MIR), uma das mais

comuns para analises espectrais em alimentos (amostras sélidas, liquidas e gasosas) devido a grande
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quantidade de modos vibracionais associados a grupos funcionais presentes em elementos organicos
nesta regido, tais como proteinas, lipideos e carboidratos (SKOOG et al., 2001; PINTO, 2011).

As moléculas que absorvem energia (radiacdo) na regido do MIR séo excitadas para atingirem
um estado de maior energia, apresentando vibracbes em uma ou mais regides do espectro,
dependendo de fatores como configuracdo e posicdo das ligaces quimicas entre os atomos. No MIR
duas moléculas de estruturas diferentes podem absorver frequéncias iguais, mas 0s espectros serao
diferentes, ja que cada tipo de ligacdo possui sua propria frequéncia de vibracdo, originando uma
impresséo digital caracteristica da amostra em estudo (PAVIA et al., 2010). Esse tipo de espectro é
capaz de fornecer informacdes estruturais de moléculas, em que as absor¢des de cada tipo de ligacéo,
por exemplo, N-H, C-H, O-H, C=0, C-C, sdo encontradas apenas em regides especificas do
infravermelho médio. Ou seja, 0 principio baseia-se na capacidade de absorcao da radiagdo por grupos
funcionais especificos, com as bandas/picos do espectro correspondendo as frequéncias de vibracao
entre 0s atomos e a altura de cada pico a intensidade da frequéncia de vibracdo (KAROUI et al.,
2010).

Como a eletronegatividade dos atomos presentes em grupos funcionais de compostos quimicos
alimentares aumenta na ordem C < N < O, as forcas de ligacdo também aumentam na mesma ordem
e, consequentemente, os numeros de onda dos picos presentes nos espectros devido a presenca destes
atomos (BARBOSA, 2007).

Para &tomos iguais, ligacdes triplas absorvem em maiores frequéncias que as duplas e estas
mais que as simples: C=C (2150 cm™); C=C (1650 cm™); C—C (1200 cm™). Os mesmos efeitos
também sdo observados em casos de ligacdes C—H formadas por atomos de carbono com
hibridizaces diferentes, ou seja, orbitais com maior carater s sdo mais fortes (sp > sp? > sp?) e,
portanto, absorvem em maiores regides de nimeros de onda: =C—H (3300 cm™); =C—H (3080 cm™);
—C—H (2950 cm™) (BARBOSA, 2007). Na Tabela 2 sdo apresentados alguns tipos de ligacGes

quimicas e as regides de vibracdo dos grupos funcionais em determinadas faixas de niUmeros de onda.

Tabela 2: Nimeros de onda de alguns tipos de ligacdes quimicas.

NUmero de onda (cm™) Tipos de ligacao Ligacao
3300 - 2800 Ligacdo simples especifica cH
(hibridizagao)
2300 - 2100 Ligacdes triplas C=C/C=N
1800 — 1500 Ligacgdes duplas C=0/C=N/C=C
1500 — 900 Ligacdes simples c-C

FONTE: Adaptado de PAVIA (2010).
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No caso do leite e derivados, em relacdo a identificacdo do grupo funcional associado com a
composicdo quimica da amostra, a esterificacdo dos acidos graxos pelo glicerol durante a sintetizacao
de triacilglicerois presentes na constituicdo da gordura origina a formacdo de uma ligacao éster (O-
C=0) localizada aproximadamente entre 2200 cm™ e 1600 cm™ e as ligacdes entre hidrocarbonetos
(C—H) dos acidos graxos localizada entre 3300 cm™ e 2800 cm™. Bandas de absorcdo de amidas
resultantes das ligacOes peptidicas entre aminoacidos na formagdo das proteinas estdo localizadas
aproximadamente entre 1750 cm™ e 1300 cm™. No caso de carboidratos, em especial a lactose, um
dissacarideo originado a partir da ligacéo glicosidica (O-C-0O) entre a glicose e a galactose, a vibracao
deste grupo funcional ocorre aproximadamente entre 1250 cm™ e 1000 cm™ (KAROUI et al., 2010;
CONCEICAO et al., 2019).

O funcionamento (Figura 1) dos equipamentos que utilizam a Transformada de Fourier é
baseado no principio do interferdmetro de Michelson (GRIFFITHS e HASETH, 2007).

Figura 1: Principio de funcionamento do FTIR.
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FONTE: Agilent Technologies (2019).

Os interferdmetros sdo constituidos de um divisor de feixes, um espelho fixo e um espelho
movel. A radiacdo proveniente da fonte passa por um espelho semi-reflexivo ou divisor de feixes,
sendo dividido em duas partes, uma parte € refletida por um espelho fixo e a outra é refletida por um
espelho movel. As partes da radiagdo incidente divididas entre os dois espelhos voltam a se
recombinar, porém houve uma diferenca entre os caminhos opticos percorridos individualmente pelas
radiacdes. A radiacdo emitida, apOs passar pelos espelhos e se recombinarem, passa por um
interferdbmetro antes de incidir na amostra. Em seguida, o feixe resultante entra em contato com a
amostra, onde ocorrem as absorc¢des, transmissdes e/ou reflexdes, prosseguindo até o detector. A

radiacdo incide no detector, e é gerado um gréafico da intensidade em fungdo do deslocamento do
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espelho maével, chamado de interferograma. O interferograma é detectado e armazenado, quando
aplica-se a Transformada de Fourier de modo a converter os dados, transformando o interferograma
em um grafico que representa a quantidade de radiagcdo detectada (absorbancia, transmitancia ou
reflectancia) em funcdo da frequéncia da radiacdo (numero de onda), chamado de espectro
(BENETTI, 2014).

A obtencdo de espectros pode ocorrer por diversas técnicas a depender do tipo de equipamento
utilizado. A Reflex@o Total Atenuada (ATR) é utilizada por requerer pouco ou nenhum preparo das
amostras, que podem ser solidas ou liquidas e sdo simplesmente colocadas em contato com a
superficie superior de um cristal de alto indice de refracdo, geralmente de seleneto de zinco (ZnSe),
germanio (Ge), diamante ou brometo-iodeto de talio (KRS-5) (KAROUI et al., 2010).

A técnica por ATR mede a mudanc¢a na intensidade que ocorre em um feixe de radiacdo
infravermelha internamente refletido quando entra em contato com o cristal que esta em contato com
aamostra (KAROUI et al., 2010). A técnica consiste na reflexdo de um feixe que incide em um angulo
critico, passando de um meio mais denso (um cristal) para um meio menos denso (amostra). Assim,
uma pequena parcela da radiacdo incidente penetra poucos micrometros no meio (amostra), podendo
ser absorvida interagindo com a amostra. Com a absorcdo, o feixe sofre uma atenuacdo, sendo
possivel identificar as bandas de absorcdo da amostra e seus compostos (SKOOG et al., 2001).

A agua € um tipo de composto com absorcao acentuada nas regides do infravermelho médio e,
com isso, pode interferir na determinacdo de outros componentes presentes no alimento. Alguns
alimentos, como é o caso do leite fluido, necessitam de um processo prévio de secagem antes da
utilizacdo no FTIR-ATR para que a dgua presente ndo prejudique as analises, uma vez que 0s modos
de vibracdo da &gua no espectro sobrepdem as bandas com as reais caracteristicas das amostras, sendo
dificil determinar com precisdo qual a contribuicdo de cada componente nas bandas visualizadas
(BENETTI et al., 2014).

Nas Ultimas duas décadas os métodos espectroscopicos tém sido aplicados com o intuito de
classificar, identificar, quantificar ou avaliar a qualidade de produtos lacteos como alternativa para
substituir os procedimentos de referéncia tradicionais. Muitas vezes, a complexidade dos espectros
com sinais provenientes em uma ampla faixa de nimeros de onda exige a utilizacdo de anélises
estatisticas na identificacdo, classificagdo ou quantificacdo dos compostos de interesse na pesquisa
(DOMINGO, 2014). Quando combinada com anélises multivariadas pode ser uma boa solucao para
detectar a presenca de leite bovino em leite de bufala e/ou mucarela de bufala de maneira rapida e
eficiente.

Jaiswal et al. (2015) estudaram a deteccdo de extrato aquoso de soja em leites de vaca e bufala
consumidos na india e China, justificado pelas possibilidades da ocorréncia deste tipo de adulteracio
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ocasionada pelo aumento do consumo de leite pela populacéo. Os autores concluiram que FTIR-ATR
foi capaz de gerar espectros com picos que apresentaram diferencas de intensidade (valores de
absorbancia) entre os extratos de soja e leites de vaca e bufala, complementada pela aplicacdo da
analise de componentes principais (ACP) aos dados espectrais.

Nicolaou et al. (2010) propuseram a utilizacdo de FTIR associada a técnica multivariada de
regressdo por minimos quadrados parciais (PLS) para detectar e quantificar a presenca de leite de
vaca em leites de cabra e ovelha das misturas binarias e terciarias dos leites. Os espectros detectaram
caracteristicas diferentes entre as amostras avaliadas e, com a aplicacdo de PLS, foram obtidas
respostas com bons percentuais de separacao para as misturas binarias e terciarias, com niveis de
erros de 6,5% a 8,0% e 3,4% a 4,9%, respectivamente, demonstrando que o FTIR pode ser utilizado
como método rapido de deteccdo e quantificagdo de adulteracdes em leites.

Santos et al. (2013) utilizaram técnicas de espectroscopia no infravermelho préximo (NIR) e
médio (MIR) associadas a analises estatisticas multivariadas para avaliar as diferencas entre a
sensibilidade dos equipamentos utilizados e detectar adulteragdes em leite bovino por adi¢fes de
agua, soro, leite sintético, ureia, perdxido de hidrogénio e urina sintética. Os autores concluiram que
a utilizacdo de FTIR associada a PLS foi capaz de quantificar os niveis de cada adulterante, com bons
coeficientes de determinacdo (> 92%) e baixos erros de predicdo. Os modelos de classificacdo e
predicdo gerados pelo MIR foram superiores aos do NIR, podendo ser alternativa a utilizagdo dos
métodos tradicionais.

A aplicacdo de FTIR pode ser importante na deteccdo de adulteracbes em mucarela de bufala,
pois a autenticidade deste alimento afeta ndo s6 os consumidores, mas também a imagem das
indUstrias que comercializam estes produtos adulterados. O consumo de mugcarela de bafala em todo
0 mundo vem aumentando consideravelmente, devido a isso, produtores, transportadores e industrias
de beneficiamento encontram oportunidades para fraudar leite de bafala com mais frequéncia. Assim,
esses problemas podem ser evitados diariamente por meio da utilizacdo de analises rapidas e precisas
para determinar a autenticidade do leite e/ou mugarela, como é o caso do FTIR associado a
quimiometria (DOMINGO, 2014).

2.5. Quimiometria aplicada na deteccéo de adulteragdes em alimentos

A Sociedade Internacional de Quimiometria (ICS) define a quimiometria como sendo a ciéncia
relacionada a medidas realizadas em um sistema ou processo quimico, obtendo informacdes sobre o
estado do sistema através da aplicacdo de métodos matematicos ou estatisticos, ou seja, pode ser

definida como a aplica¢do de métodos para planejar ou selecionar experimentos de forma otimizada
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e/ou extrair o0 maximo de informacdes a partir dos dados analiticos numéricos (MASSART et al.,
1998).

Um dos aspectos positivos da quimiometria consiste na analise conjunta de diversas variaveis
simultaneamente, facilitando o processamento e a interpretacdo de dados, reduzindo a complexidade
dos mesmos. Estas vantagens se devem ao aumento da capacidade de processamento dos
computadores, da instrumentacdo analitica e da eficiéncia de adquirir grande quantidade de dados
rapidamente (BARROS NETO et al., 2006).

Com o avango tecnoldgico e, consequentemente, o desenvolvimento e aprimoramento de
técnicas analiticas capazes de fornecer informacGes rapidas, precisas e numerosas do material em
estudo, especialmente em analises de alimentos, aliado a substituicdo aos métodos tradicionais de
andlise, a combinacdo de tais técnicas com a quimiometria pode gerar respostas valiosas que, muitas
vezes, solucionam o problema proposto na pesquisa. Embora o estabelecimento de um modelo
quimiométrico muitas vezes seja demorado e complexo, uma vez o modelo estabelecido, as analises
podem ser realizadas dentro de um curto periodo de tempo (PASQUINI, 2003).

Como exemplo disso, Carvalho et al. (2015) utilizaram espectroscopia de infravermelho médio
(MIR) objetivando detectar e quantificar adulteracbes em leite em p6 pela adicdo de soro de leite,
onde foram utilizadas técnicas multivariadas de ACP, analise discriminante (AD) e PLS. Segundo os
autores, para ACP e AD bons percentuais de separacéo e classificagOes corretas entre as diferentes
amostras estudadas foram alcangados. J& para PLS o coeficiente de correlacdo e o erro quadratico
médio de predicdo no melhor modelo foram 0,9885 e 1,17, respectivamente. A utilizacdo de MIR
associada a quimiometria pode ser considerada para detec¢do de adulteracdes por adicdo de soro de
queijo em leite em po.

Dentre as ferramentas quimiométricas utilizadas, destacam-se aquelas que podem ser
classificadas em: planejamento e otimizacdo de experimentos; calibracdo multivariada;

reconhecimento de padroes e classificacdo de dados (FERREIRA et al., 1999).
2.5.1. Analise de componentes principais (ACP)

A ACP pode ser agrupada como uma ferramenta quimiométrica exploratdria para classificagdo
e reducdo da dimensionalidade de dados, objetivando desenvolver modelos graficos capazes de
separar/classificar as amostras de interesse em diferentes grupos com base em um conjunto de dados
de acordo com a similaridade e/ou diferencas das caracteristicas avaliadas, sendo considerado um
método qualitativo (MINGOT], 2007).

Consiste em transformar grandes matrizes de dados (variaveis de tratamentos em diferentes
repeticdes) em matrizes menores (matrizes de variancia e covariancia ou correlagéo) reduzindo a
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complexidade, gerando respostas qualitativas capazes de diferenciar amostras de interesse. Graficos
que mostram a relagdo entre amostras e variaveis do sistema em estudo sdo gerados para facilitar na
interpretacéo dos resultados (RIBEIRO, 2007).

ACP néo requer nenhum tipo de suposicao inicial sobre os dados, portanto é considerada um
método de treinamento nao-supervisionado, sendo realizada no maximo a padronizacao inicial das
medidas de cada variavel para média igual a 0 e desvio padrdo igual a 1 quando se faz a utilizacdo de
matrizes de covariancias, o que é equivalente a extrair componentes principais (CP’s) utilizando
matrizes de correlacdo das variaveis originais (OGILVIE et al., 2008).

Ap0s a transformacdo das matrizes originais de dados (padronizadas ou ndo) um novo conjunto
de varidveis é gerado a partir da combinacdo linear das varidveis originais. Essas combinacdes
lineares agrupam as varidveis que estdo altamente correlacionadas em novas varidveis chamadas de
CP’s que sdo ndo correlacionadas entre si, onde os primeiros CP’s geralmente expressam as maiores
variancias, sendo possivel visualizar a separacdo de grupos de amostras em graficos de escores de
CP’s (MINGOTI, 2007).

2.5.2. Analise discriminante (AD)

A AD ¢ utilizada para discriminacdo de amostras em dois ou mais grupos de acordo com
diversas caracteristicas avaliadas por metodologias de interesse, diferindo-se da ACP em relacgdo a
suposic¢do inicial que deve ser estabelecida, pois esta técnica requer predefini¢des dos grupos (a priori)
em que serdo classificadas as amostras, portanto é considerada uma técnica supervisionada
(JOHNSON e WICHERN, 1999).

Consiste em estabelecer relacdes entre uma variavel dependente e varidveis independentes com
0 objetivo de diferenciar as amostras estudadas em grupos distintos, ou seja, os tratamentos avaliados
sdo inseridos nos grupos em que possuem maiores probabilidades de classificacdo, além da
classificacdo de novos casos aos grupos preestabelecidos anteriormente. Esta classificacdo € realizada
por meio de uma funcdo matematica chamada de regra de classifica¢do ou discriminacdo (HAIR JR
et al., 2010).

De maneira geral, sabe-se que certas amostras sdo pertencentes a uma determinada populacao,
enquanto outro grupo de amostras pertencem a outra populacdo distinta. Na 12 fase da analise,
denominada de fase de treinamento, apds a avaliagéo das caracteristicas de interesse, o perfil de cada
grupo preestabelecido anteriormente € definido, onde séo identificadas as caracteristicas individuais
de cada grupo, evidenciando as similaridades e diferencas entre eles. Desse modo, novas amostras de

origem desconhecida e avaliadas podem ser classificadas em algum dos grupos existentes de acordo
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com as semelhancas encontradas, esta etapa consiste na 22 fase da analise denominada de classificacao
ou alocacdo (CHEN et al., 2011; FERREIRA, 2011).

Combinacgdes lineares (funcdes discriminantes ou equagdes de regresséo lineares — Equacgéo 1)
formadas a partir das varidveis originais sdo desenvolvidas para separar as amostras em estudo de
populacgdes distintas. Os coeficientes da equacdo indicam quais varidveis originais mais influenciam

ou contribuem para a formacao dos grupos (MINGOT], 2007).
Y=vXi+vX,++v,X,+a Equacédo 1

Onde: Y é a funcdo discriminante; v é o coeficiente discriminante ou o peso de cada variavel;

X é o escore das variaveis estudadas; a € uma constante; n € o niUmero de variaveis.

Apbs a definicdo da fungdo discriminante na etapa de treinamento procede-se com a
classificacdo das amostras em seus respectivos grupos (fase de classificacdo), onde estabelece-se um
valor critico, de forma que novas amostras avaliadas com valores abaixo deste indice pertencem ao
mesmo grupo e amostras que apresentarem valores superiores pertencem a outro grupo distinto. Para
este caso, a funcdo discriminante é denominada de funcdo discriminante linear de Fischer, que
caracteriza-se por produzir separacdo maxima entre duas populagdes. Para o caso de mais de duas
populacdes recebe o nome de funcdo discriminante de Anderson, onde as diferentes populacdes
apresentam diferentes caracteristicas que proporcionam distribuices em grupos especificos
(BARROS NETO et al., 2006; CHEN et al., 2011).

2.5.3. Regressdo linear maltipla (RLM)

A RLM tem o objetivo de obter modelos matematicos que descrevam o comportamento de
variaveis respostas (variaveis dependentes) com base nos valores obtidos de uma ou mais variaveis
explicativas (variaveis independentes), assumindo que ha uma relagdo linear entre a variavel resposta
e as variaveis explicativas (BARRETO et al., 2016).

Esta técnica também seleciona amostras e/ou varidveis significativas para a construcao
adequada de modelos matemaéticos, principalmente em dados onde o nimero de preditores é elevado,
obtendo-se um conjunto de dados sem outliers (aqueles que nao estdo associados de maneira esperada
a resposta) para posteriormente serem divididos em um conjunto de dados de treinamento para a
construcdo do modelo que melhor represente e contribua para a explicacdo do objetivo da pesquisa,
e outro conjunto de dados de validacao para verificar a capacidade de generalizacdo do modelo (HAIR
JR at al., 2010).
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Uma serie de aspectos deve ser avaliada para a utilizacdo da RLM, destacando-se: a correta
separacdo das medidas em estudo entre variaveis dependentes e independentes de acordo com o
objetivo proposto na pesquisa; a verificacdo da existéncia de multicolinearidade, pois para RLM a
multicolinearidade entre os parametros do modelo deve ser baixa, existindo pouca correlacdo entre
as variaveis; boa significancia do modelo proposto, verificada pelo coeficiente de determinagdo (R?);
alta correlagéo; construgdo do modelo de acordo com a significancia dos parametros; minimizacéo
dos residuos (erros), diminuindo as diferencas entre os valores observados e os preditos pelo modelo;
entre outros (LOPES et al., 2017).

2.5.4. Regressao por minimos quadrados parciais (PLS)

PLS ¢é uma técnica de calibracdo multivariada para analise de dados em que relaciona-se uma
Oou mais variaveis respostas com diversas variaveis independentes, baseada no uso de fatores,
variaveis latentes ou componentes (novas varidveis originadas a partir de combinages lineares das
variaveis originais), identificados e escolhidos com base naqueles que melhor modelam as variaveis
dependentes, ou seja, de acordo com os resultados de validagdo cruzada, processo pelo qual o erro
minimo de previsdo é calculado, através da comparacdo entre valores previstos e valores de referéncia
(NAES et al., 2002).

As principais vantagens da utilizagdo de PLS consistem na eficiéncia em trabalhar com
conjunto de dados onde existem variaveis altamente correlacionadas, que apresentem ruido
consideravel e quando existem mais preditores do que observacdes (BERETON, 2007).

E aplicada em diversas areas, destacando-se a quimica, farmacéutica e alimenticia, por meio da
relagdo entre medidas espectrais (NIR e/ou MIR) que incluem muitas variaveis correlacionadas entre
si (full spectrum), objetivando desenvolver modelos preditivos, por isso ndo é muito indicada para
filtrar varidveis que ndo sejam Uteis para explicar a resposta. No entanto, em alguns casos, pode ser
feita a selecdo de regides espectrais que melhor expliqguem o comportamento do fenémeno em estudo

e, consequentemente, a quantificacdo de algum composto de interesse (FERRAO, 2000).
2.5.5. Redes neurais artificiais (RNA)

RNA consistem em técnicas computacionais capazes de realizar estudos de mdltiplas variaveis
dependentes e independentes simultaneamente, sem a necessidade de informagdes prévias sobre as
relacdes entre elas, utilizando modelos matematicos e estatisticos para classificacdo de amostras e
padrdes, agrupamento de dados, simulagdo de atividades, dentre outras. Possuem a capacidade de
capturar as relagGes funcionais existentes entre as varidveis de estudo, mesmo sem a descri¢ao prévia

das mesmas. S&o capazes de acumular os conhecimentos adquiridos a partir de dados reais
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(capacidade de aprendizado) e disponibiliza-los para futuras aplicacdes (habilidade de generalizacéo)
(ZHOU e THERDTHALI, 2010).

As redes sdo compostas por um conjunto de neurdnios artificiais interconectados entre si
formando camadas simples (somente de entrada e saida) ou maltiplas (de entrada, intermediarias e de
saida), em que o numero de neurbnios das camadas depende da complexidade do estudo, sendo
possivel obter mais de uma camada intermediaria organizada de diversas maneiras (SILVA et al.,
2010).

Os sinais sdo apresentados aos neurdnios da camada de entrada (geralmente dados padronizados
obtidos a partir das medidas analiticas), onde cada sinal ¢ multiplicado por um nimero (pesos
sindpticos que determinam a influéncia dos dados, ponderando cada variavel de entrada), sendo
transferidos por conexdes matematicas para as camadas intermediarias, como uma forma de processar
as informacdes recebidas e distribuir as diferentes unidades que compdem a rede até a obtencdo das
respostas (valores de saida) (KHOURY JR, 2004).

A rede é composta de funcdo de soma, limiar de ativacdo, potencial de ativacdo, funcdo de
ativacdo e saida. A funcdo de soma recebe o0s sinais de entrada e realiza a soma dos produtos desses
sinais com 0s pesos sinapticos, formando combinagfes lineares que agregam todos os sinais de
entrada. O limiar de ativacdo € uma constante responsavel por permitir ou ndo a passagem das
informacdes anteriores (somas ponderadas) para a funcdo de ativacdo. A diferenca entre o valor
produzido pela funcdo de soma e o limiar de ativacdo é o potencial de ativacdo. Enquanto a fungéo
de ativacdo é a encarregada em controlar as saidas dos neurénios em um intervalo de valores
confiaveis (LOPES et al., 2017).

Apos a rede ter aprendido a relagéo funcional entre os dados de entrada e saida na etapa de
treinamento, por meio de um nivel satisfatério de erro, esta é capaz de generalizar solugdes, etapa
denominada de classificacdo, produzindo saidas proximas das esperadas a partir de quaisquer sinais
(dados de entrada) apresentados a ela. A rede devera ser utilizada no modo progressivo feed-forward,
onde novas entradas sdo apresentadas a camada de entrada, sdo processadas nas camadas
intermediéarias e os resultados sdo apresentados na camada de saida, como no treinamento, mas sem
a retropropagacao do erro (SILVA et al., 2010).

Os principais algoritmos de aprendizado utilizados pelas RNA multicamadas supervisionadas
s&o0 o Backpropagation (retropropagacdo do erro) e o Resilient Propagation. E no aprendizado onde
0s pesos sinapticos sdo modificados visando minimizar os erros, ou seja, a rede calcula valores de
saida a partir dos dados de entrada, e compara esses valores calculados com os de saida originais que
foram fornecidos inicialmente, tentando ajustar os pesos para minimizar ao maximo possivel os erros.
No algoritmo Backpropagation, depois das etapas descritas anteriormente, quando os dados de saida
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calculados nao forem semelhantes aos dados esperados, o erro € calculado e propagado da camada de
saida até a camada de entrada, com isso 0s pesos vao sendo modificados conforme o erro é
retropropagado (BRAGA et al., 2007).

As principais redes utilizadas séo as do tipo Perceptron de Multiplas Camadas, principalmente
quando os problemas envolvem altos graus de nao-linearidade. Neste tipo de rede sdo fornecidos 0s
dados de entrada, que posteriormente sdo multiplicados pelos seus respectivos pesos, obtendo-se uma
combinacéo linear entre as somas ponderadas. Comparando-se com o limiar de ativagdo (que é a taxa
de aprendizado) € gerada uma resposta (LOPES et al., 2017).

As RNA tém sido utilizadas para classificar amostras de leite de acordo com a composicao
(NAZARIO et al., 2009) e para deteccdo de soro de queijo em leite (VALENTE et al., 2014; ROCHA
et al., 2015). Em queijos, vem sendo utilizada para verificar o tempo de maturacio (VASQUEZ et
al., 2018) e o tipo de leite utilizado na producdo (BARAJAS et al., 2013).
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Capitulo 11
Objetivo




1. OBJETIVOS
1.1. Objetivo Geral

Utilizar FTIR e medidas analiticas associadas a quimiometria para detectar a presenca de leite

de vaca em leite e mucarela de bufala.
1.2. Objetivos Especificos

- Caracterizar o leite bubalino e bovino e suas respectivas misturas para as formulacGes dos
queijos, por meio da composicao quimica e propriedades fisico-quimicas (gordura, proteinas, lactose,
solidos totais (ST), solidos desengordurados (SD), ureia, indice crioscépico, acidez e pH);

- Determinar a composicdo quimica e as propriedades fisico-quimicas (umidade, residuo
mineral fixo, gordura no extrato seco (GES), proteinas, extrato seco total (EST), extrato seco
desengordurado (ESD), pH, acidez titulavel e medidas de cor instrumental) dos queijos mucarela

produzidos;

- Determinar a presenca de leite de vaca a partir dos espectros no infravermelho médio das
amostras de leite (DairySpecFT), queijo (ATR-FTIR) e peptideos soltveis em agua (PSA) (ATR-
FTIR) extraidos dos queijos produzidos;

- Determinar a presenca de leite de vaca nos leites e queijos mugarela produzidos por meio das

medidas analiticas associadas com a quimiometria;

- Verificar a presenca de leite de vaca em amostras comerciais de queijos mugcarela de bufala

por meio das medidas analiticas associadas com a quimiometria.
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Capitulo 111
Artigo 1

Espectroscopia no infravermelho médio, composicao quimica
e caracteristicas fisico-quimicas associadas com analises
multivariadas para quantificacao de leite de vaca em leite de

bufala

O artigo serd submetido para avalia¢do no perioddico “Journal of Brazilian Chemical Society”
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Espectroscopia no infravermelho médio (FTIR), composicdo quimica e caracteristicas fisico-

quimicas associadas a quimiometria para verificacdo rapida e predicdo de leite de vaca em leite de

bufala.
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Resumo

Foram utilizadas espectroscopia no infravermelho médio (FTIR), composi¢cdo quimica e
caracteristicas fisico-quimicas associadas a quimiometria para detec¢do rapida e quantificacdo de leite
de vaca em leite de bdfala. Um total de 165 amostras divididas em leite de bufala, leite bovino em
bubalino (10% a 90%) e leite de vaca foram avaliadas, obtendo-se resultados de gordura, proteina,
lactose, solidos totais e desengordurados, ureia, pH, acidez, indice crioscépico e absorbancias de
bandas nos espectros, associados a andlise de componentes principais (ACP), regressdo linear
maltipla (RLM) e regressdo por minimos quadrados parciais (PLS). Os tratamentos foram separados
em grupos por ACP, permitindo a classificacdo das amostras. Modelos de RLM e PLS para predicédo
do teor de leite de vaca apresentaram coeficientes de determinacdo maiores que 94,57% e raizes do
erro quadratico médio de validacdo menores que 4,73%. FTIR e resultados de composic¢do quimica e
caracteristicas fisico-quimicas quando associados a quimiometria sdo eficientes na verificacdo de

autenticidade do leite de bufala.

Palavras-chave: Bovino; bubalino; fraude; FTIR; leite.

45



Introducéo

A sazonalidade reprodutiva da espécie bubalina associada ao pre¢o elevado do leite de bufala
quando comparado ao leite de vaca s&o os principais fatores responsaveis em alavancar possibilidades
de adulteracGes por adicio parcial de leite da espécie bovina em bubalinal. Nesse sentido, a garantia
da autenticidade do leite de bufala, a fim de minimizar a ocorréncia desta fraude econdémica, é uma
preocupacao para agéncias reguladoras laboratorios de pesquisa e industrias, em que pesquisadores
10 demonstraram a importancia do desenvolvimento e/ou adaptacio de métodos analiticos para
deteccdes e quantificacdes do tipo de leite presente nas amostras avaliadas.

A verificacdo da autenticidade do leite de blfala geralmente baseia-se na identificacdo de
marcadores Unicos ou grupos de marcadores, a exemplo de proteinas e suas fracdes, peptideos e
aminoéacidos por meio de técnicas eletroforéticas, cromatograficas e imunoldgicas, 1128 que apesar
de possuirem boa sensibilidade e gerar resultados precisos e confiaveis, apresentam custo elevado de
operacdo, necessitam de especialistas treinados na conducdo das atividades laboratoriais e da
utilizacdo de reagentes quimicos prejudiciais aos manipuladores e ao meio ambiente, além de tempos
prolongados na geracdo dos resultados, dificultando a implantacdo de programas de monitoramento
nas industrias. 1

Desta forma, torna-se necessaria a adaptacdo de técnicas, por meio de métodos de controle
adequados, para serem utilizadas em associacdo as metodologias tradicionais/oficiais na identificacdo
do tipo de leite utilizado pelas industrias. A espectroscopia no infravermelho médio (FTIR), a partir
de dados analiticos numéricos dos constituintes e seus grupos funcionais nos espectros, pode ser uma
alternativa viavel. 8

O FTIR destaca-se por ser uma técnica rapida, de facil execucdo, que exige pouco preparo das
amostras a serem avaliadas, além de apresentar boa sensibilidade e baixo custo operacional. No caso
do leite, a partir da vibracdo dos grupos funcionais que fazem parte da estrutura de seus constituintes

quimicos, sdo gerados espectros caracteristicos. Os dados de absorbancia das bandas nos espectros e
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dos teores dos constituintes do leite, quando associados com analises estatisticas multivariadas,
possibilitam a obtencdo de respostas precisas na deteccdo de adulteragdes. > A quimiometria
garante o desenvolvimento de modelos matematicos capazes de predizer com resultados confidveis
os niveis de adulteragdes no material em estudo.

Em trabalhos recentes, estudos com FTIR para verificacdo da autenticidade de leite de bdfala
foram realizados com a secagem do leite, onde néo foi possivel obter um modelo capaz de predizer a
concentracéo de leite de vaca em leite de bufala, servindo somente como uma técnica de triagem. *°
Para leite fluido ndo foram observados, até 0 momento, a aplicacdo de FTIR para quantificar a
presenca de leite de vaca em amostras de leite de budfala.

Uma alternativa relativamente simples e que ainda néo foi realizada com objetivo de verificacdo
da autenticidade do leite de bufala € a associacdo das caracteristicas fisico-quimicas e composicGes
quimicas, que diferenciam quantitativamente o leite de bufala do leite de vaca, com a anélise
multivariada, permitindo a aplicacdo destes dados obtidos rotineiramente por laboratérios de
indUstrias de laticinios que processam este tipo de leite aos modelos estatisticos gerados.

Nesse sentido, objetivou-se a utilizacdo do FTIR e composic¢do quimica associadas a métodos

estatisticos multivariados para deteccdo rapida e quantificacdo de leite de vaca em leite de bdfala.
Experimental
Obtencéo das amostras e elaboracéo das formulagdes

Os leites de bufala e vaca foram coletados no periodo matutino entre os meses de maio a agosto
de 2017. O leite bovino foi obtido por ordenha mecanica de vacas mesticas (Holandés x Zebu)
alimentadas a pasto (Brachiaria decumbens), enquanto o leite bubalino foi adquirido a partir de
ordenha manual de fémeas bubalinas mesticas (Jafarabadi x Murrah) alimentadas a pasto (Brachiaria
decumbens), ambos em condi¢Ges higiénico-sanitarias adequadas. Apds as coletas, as amostras foram

elaboradas em 15 repeticdes, totalizando 165 unidades experimentais, a partir da adicdo de
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quantidades variaveis e crescentes de leite bovino ao bubalino (10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%,

70%, 80% e 90%), além de formulacdes produzidas exclusivamente com leite de bufala e vaca.

Composicéo quimica, caracteristicas fisico-quimicas e obtencdo dos espectros na regido do

infravermelho médio (FTIR)

Uma aliquota de 40 mL de cada formulacéo de leite foi aquecida em banho-maria a 40°C + 2°C
e analisadas a partir de espectros na regido do infravermelho médio (FTIR) (DairySpec FT, Bentley
Instruments, Inc., Chaska, Minnesota, USA) em faixa de 1000 cm™ a 3000 cm™, sendo obtidos os
teores de gordura, proteina, lactose, solidos totais (ST), s6lidos desengordurados (SD), ureia e indice
crioscopico, além de andlises de acidez titulavel e pH de acordo com o método de referéncia 91. 7

O conjunto dos dados das amostras foi organizado em matrizes formadas por m x n elementos
(m linhas correspondentes aos tratamentos e n colunas correspondentes as variaveis), construidas para
as medidas de composicdo quimica e caracteristicas fisico-quimicas (matriz Ai), dados de
absorbancia das bandas dos espectros de FTIR (matriz A2) e absorbancia dos espectros completos de
FTIR (matriz As). Foi utilizado o software Statistical Analysis System Student (SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA) para retirada de outliers das matrizes pela distancia de Cook, no qual amostras que
apresentaram distancia > 2 foram descartadas individualmente para cada matriz, e para conducao das

analises estatisticas multivariadas.

Quimiometria

Analise de componentes principais (ACP)

Foi realizada ACP a partir da transformacao das matrizes de dados originais (matrizes A1 e A2)
em matrizes de covariancias (S), que expressam as variancias individuais e combinac@es lineares
(covariancias) entre duas variaveis. Foram obtidos os autovalores (A1 > 22 > ... > Ap) € Seus respectivos
autovetores normalizados que foram utilizados para a construgdo dos Componentes Principais (CP’s).

Para a escolha do numero de CP’s foi considerado o critério de fatores interpretaveis e o diagrama de
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autovalores, ou seja, foram selecionados CP’s que possuiram as maiores propor¢des de variancia dos
atributos originais (acima de 70% de variancia) em conjunto com CP’s relacionados com autovalores

que provocaram alteragcdes expressivas na variancia.
Regressdo linear multipla (RLM)

Os dados originais da matriz A; foram padronizados (média = 0 e desvio padrdo = 1) (Equagao

1), eliminando diferengas existentes entre as unidades de medida das variaveis.

= — Equacédo 1

Onde: Z = variavel padronizada; x = variavel original; p = média; ¢ = desvio padrao.

Foi realizada andlise de multicolinearidade entre as varidveis, de modo que baixos valores de
multicolinearidade encontrados ndo influenciam na estimativa de valores de B das equacOes de
regressdo, minimizando os erros. 8

Os dados foram aleatorizados e separados em dois conjuntos (70% para treinamento e 30% para
validac&o) pelo algoritmo de Kennard-Stone. 1° Foram testadas trés formas para sele¢io do modelo:
Backward, Forward e Stepwise, 2° sendo escolhido o modelo que apresentou 0 maior coeficiente de
determinacdo (R?) e menor raiz do erro quadratico médio de treinamento (RMSET) e validac&o

(RMSEV) (Equacéo 2), além da avaliagdo do numero de parametros.

1 2 ~
RMSE = \/;Z?=1(xd - xp) Equacéo 2
Onde: n = nimero de observacdes; x; e x, sdo valores experimentais e previstos,
respectivamente, em relacdo aos tratamentos avaliados.
Regressdo por minimos quadrados parciais (PLS)

Os dados da matriz Az foram aleatorizados e divididos em treinamento (70%) e validacgdo (30%)

da mesma maneira como descrito em RLM. Os espectros das amostras foram avaliados por PLS a
49



partir da cross validation para determinar o nimero minimo de fatores e o respectivo R?, no qual o
conjunto de dados € dividido em grupos, onde o modelo é ajustado a todos os grupos, gerando
residuos em cada etapa deste processo, visualizados a partir da raiz do erro quadratico médio da
validacdo cruzada (RMSECV). O modelo foi utilizado para predizer as concentracOes de leite de vaca
em leite de bufala nos dados de validagio dos espectros. Os valores de R?, RMSECV, RMSET,

RMSEV e coeficiente de correlacdo foram obtidos para explicar a capacidade de predicdo do modelo.

Resultados e Discussao

Composicao quimica e caracteristicas fisico-quimicas

Os resultados de composicado quimica e caracteristicas fisico-quimicas das amostras de leite

avaliadas apresentaram variacGes em relacdo aos tratamentos estudados (Tabela 1).

Tabela 1: Valores minimos e maximos, médias, desvio padrdo e equacdes de regressao das variaveis

utilizadas para construcao da matriz A; (amostras de leite bubalino, adulteradas e bovino).

Minimos — Médias +
Variaveis EquacGes de regressao RZHH*H%
Méaximos desvio padréo
Gordura (%) 3,95-8,84 5,28 + 0,59 Y=Y=5,28 alalohalelel
Proteina (%) 2,82 4,27 3,53 +0,27 Y=Y=3,53 Ak
Lactose (%0) 3,89 -5,37 4,75+ 0,32 Y= -0,09248x+5,30627 0,84
ST (%0)* 12,47 - 16,90 14,48 +1,01 ¥=-0,3055x+16,30974 0,92
SD (%0)** 7,91-10,36 9,20 + 0,55 ¥=-0,16526x+10,1915 0,91
Ureia (%) 10,70-3510  21,75+644  Y=0,04525x2-2,49756x+34,65387 0,93
indice Crioscopico (°H)*** -0,630 --0,580 -0,610 + 0,0069 Y=Y=-0,61 A AAK
pH 6,56 — 6,80 6,69 + 0,05 Y=Y=6,69 falalakakaiel
Acidez**** 10,00 — 20,00 14,05+ 1,53 Y=Y= 14,05 olalalalolal

*ST corresponde aos Sélidos Totais. **SD corresponde aos Sdlidos Desengordurados. ***Indice Crioscopico expresso
em °Hortvet (°H). ****Acidez expressa em °Dornic (°D). *****R2 corresponde ao coeficiente de determinagio. ¥ =

varidvel resposta. x = valores obtidos nas medidas analiticas para geracdo da variavel resposta. Y = valor médio da
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respectiva medida analitica. ****** Nao foi possivel ajustar equacdes de regressdo de modelo linear ou quadratico (p >
0,05).

O leite é constituido majoritariamente por dgua, onde encontram-se dissolvidos ou dispersos
componentes sélidos, configurando os sélidos totais (ST) formados por proteinas, lipideos,
carboidratos, vitaminas e minerais. Dos solidos totais € subtraido o teor de lipideos, obtendo-se 0s
sdlidos desengordurados (SD).  Em virtude de caracteristicas peculiares da espécie bubalina,
associadas a fatores ndo genéticos como estagio de lactacdo, estratégias de alimentacdo e saude do
Ubere, entre outros, o leite de bufala geralmente apresenta teores de gordura, lactose, proteinas, ST,
SD, vitaminas e minerais superiores ao leite bovino, em contrapartida teor de agua inferior, refletindo
em menores valores de indice crioscopico, além de maiores resultados de acidez por conta da
quantificacio de proteinas com caracteristicas de acidos, 2> facilitando a diferenciacdo entre os

tratamentos do presente estudo.
Espectros na regido do infravermelho médio (FTIR) das amostras de leite

A partir das identificacGes dos grupos funcionais de cada banda nos espectros, em associagdo
aos constituintes (lipideos, proteinas ou carboidratos) do leite, foram geradas imagens com a
sobreposicao dos espectros bubalinos e bovinos (Figura 1).

Foram identificados 13 bandas (2 bandas nas regides de 2977 - 2814 cm™ referente as vibracdes
de C — H de lipideos, 2 bandas em 1788 - 1605 cm™ relacionados a C = O de lipideos, 3 bandas em
1574 - 1214 cm originados devido a H-N-C=0 de proteinas, 2 bandas em 1417 - 1285 cm™ de
vibragGes de C=0/C —H/C =C de lipideos, 1 banda em 1173 - 1148 cm™ referente aos grupos C
—H/C—Cdelipideos, 1 bandaem 1127 - 1097 cm™* de C—C/C—O—C representando carboidratos,
1 banda em 1102 - 1057 cm™ da vibragdo C — H/ C — C para lipideos e 1 banda em 1061 - 1026 cm’

! das vibragdes C — C / C — O — C referentes aos carboidratos) a partir de dados disponiveis na literatura

10, 14-15, 24-25
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Figura 1: Espectros de FTIR das amostras de leite de bufala e vaca.
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Os espectros do leite das duas espécies ndo apresentaram bandas distintas, mas foram
observadas diferencas em relacdo a intensidade de absorcdo. As amostras de leite de vaca
apresentaram bandas com intensidade inferior as amostras de leite de bdfala. 1sso se deu em virtude
dos maiores percentuais de dgua nas amostras de leite bovino e, consequentemente, menores teores
de lipideos, proteinas e carboidratos, sendo refletidos nos picos dos espectros, pois a intensidade dos
modos vibracionais dos grupos funcionais com a radia¢do emitida na amostra é relacionada aos teores
dos constituintes presentes. 22 Quanto maior a concentracdo dos constituintes maior é a intensidade
dos modos vibracionais.

Os espectros dos tratamentos bubalino e bovino, foram sobrepostos aos 9 niveis de adulteragdo

(10% a 90%) (Figura 2).
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Figura 2: Espectros de FTIR nas regides entre 3000 cm™ e 2800 cm™ e entre 1800 cm™ e 1000 cm™.

0,5 1

Leite de bafala
10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

80%

90%

Leite de vaca

Absorbancia

-0.1 /S L
' / / T
3000 2800 1800 1000

Numero de onda (cm'I

)

Os espectros com 0s menores niveis de adulteracdo apresentaram comportamento semelhante
ao bubalino e, & medida que leite de vaca foi adicionado ao leite de bufala, os tratamentos passaram
a ter caracteristicas semelhantes ao leite bovino. Os picos sdo ocasionados devido a vibracdo de
grupos funcionais presentes principalmente na estrutura da gordura, proteinas e lactose do leite, de
forma que quaisquer mudancas nos teores destes componentes, observadas em virtude de
caracteristicas peculiares nos leites das diferentes espécies, provocaram variacdes nos

comportamentos das bandas dos espectros.

Quimiometria

Analise de componentes principais (ACP)

A classificacdo dos tratamentos bubalino e bovino por ACP (Figura 3) evidenciou diferencas
entre as amostras das duas espécies, além das relagcdes existentes entre as formulagdes de leite

avaliadas e as medidas analiticas. Pelo critério de fatores interpretaveis, associado ao diagrama de

53



autovalores, foram selecionados 2 CP’s que apresentaram as maiores proporc¢des de variancia dos

atributos originais.

Figura 3: Graficos bidimensionais de dispersdo das amostras de bdfala e vaca: (a) composicao
quimica e caracteristicas fisico-quimicas (matriz A1); (b) absorbancia das bandas dos espectros

(matriz A2).
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Para a matriz A1, o componente principal 1 (CP1) explicou 95,51% e o componente principal
2 (CP2) 3,62% da variancia total dos dados, sendo suficientes para discriminar os tratamentos quanto
a composicdo quimica e caracteristicas fisico-quimicas estudadas. As informag6es mais relevantes
dos dados estdo contidas no CP1, que comportou-se como uma combinacgdo entre gordura, proteina,
lactose, ST, SD, ureia e acidez (medidas positivas) contra o indice crioscépico e pH (negativas). Dessa
forma, amostras de leite de bufala possuiram resultados superiores das medidas correlacionadas
positivamente quando comparadas com amostras de leite de vaca, por isso a separacdo espacial em

dois grupos distintos por ACP.
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Para a matriz Az, 0 CP1 explicou 87,72% da variancia total dos dados, enquanto o CP2 6,54%,
com isso as amostras também separaram-se em relacdo ao CP1. Todas as varidveis (13 bandas) foram
correlacionadas significativamente com o CP1. A medida que leite de vaca foi adicionado ao leite de
bufala os valores de absorbancia das bandas diminuiram, ocasionando mudancas de localiza¢do de
amostras com maiores percentuais de leite bovino para regides negativas do CP1, pois com a
diminuicgdo dos teores dos constituintes do leite de vaca quando comparado ao de bufala, ocorreram
menores intensidades de vibracdo dos grupos funcionais presentes nos constituintes das amostras.
Desta forma, amostras de leite de bufala apresentaram caracteristicas distintas do leite de vaca, em
que as 8 bandas relacionadas a gordura influenciaram na diferenciacéo entre os tratamentos, assim
como as 3 bandas relacionadas a proteina e as 2 bandas relacionadas a lactose.

Os CP’s, tanto em relacdo a composi¢ao (Figura 4) quanto aos dados de absorbancia (Figura
5), foram capazes de explicar a maior parte da variancia total dos dados originais, com 0s maiores
percentuais de explicacdo sendo atribuidos ao CP1 (correlagdo positiva significativa entre os teores
de gordura, proteina, lactose, ST, SD, ureia e acidez para a matriz A1 e para todos os 13 picos de
absorcdo da matriz Az). A medida que os indices de adulteracio foram aumentando no leite de bafala
as amostras foram movimentando-se em direcdo a escala negativa do CP1, ou seja, diminuindo 0s
valores dos constituintes (com exce¢cdo de pH e indice crioscépico) e, consequentemente, da
absorbancia das 13 bandas dos espectros, possibilitando a separacdo/classificacdo em grupos
distintos. Por ACP (Figuras 4 e 5), pode-se afirmar que a partir de 20% de adulteracdo € possivel

observar a separacdo de amostras de leite de bafala das adulteradas e leite de vaca.
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Figura 4: ACP das amostras de leite adulteradas (10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80% e

90%), bubalinas e bovinas em relacdo a composicéo quimica e caracteristicas fisico-quimicas.
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Figura 5: ACP das amostras de leite adulteradas (10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80% e

90%), bubalinas e bovinas em relacdo aos picos dos espectros (FTIR).
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Regressdo linear multipla (RLM)

O modelo de RLM foi escolhido pela técnica Backward (Figura 6a). A multicolinearidade entre
as variaveis foi baixa (< 100), ou seja, no geral ndo existiu alto grau de correlacéo entre as variaveis
independentes, assim os parametros foram estimados com precisdo. O modelo foi capaz de predizer
a quantidade de leite bovino em leite de bdfala (Figura 6b) a partir dos dados de composi¢do quimica
e caracteristicas fisico-quimicas (matriz A1), pois ndo foram gerados altos erros nas comparacgdes

entre os valores preditos pelos modelos e os valores experimentais.

Figura 6: (a) Coeficientes de  da equacao de regressdo; (b) correlagéo entre valores reais e preditos.

(@) (b)
=48,8995
o Jo=48, 120
14
21 -1,6188 100 4
34
g 3,008 2,9384
¢ 4 80
E‘ w
g 5 £
o g
S 6 s 5 60
‘S‘ 7] -5,9716 5
5 s
g = S 404
2 91
o
-10 20
114
12 A -11,3566 —— 0
-11,9690
'13 T T T T T T
Gordura  Lactose SD Ureia pH Acidez 0 20 40 60 80 100 120
Escores padronizados das varidveis Valores reais

Das variaveis de composicdo e caracteristicas fisico-quimicas apenas indice crioscépico,
proteina e ST ndo foram significativos, ou seja, ndo sdo relevantes para a quantificacdo do teor de
leite de vaca em leite de bufala. O modelo apresentou R? = 0,9776, RMSET = 4,73% e RMSEV =
4,04%, correlacdo = 0,9963, além de baixa multicolinearidade. 1sso demonstra que variaveis que séo
comumente obtidas no cotidiano ou fazem parte da rotina de laboratdrios de controle de qualidade de

leite podem ser utilizadas a fim de verificar a autenticidade do leite de bufala. A medida que elevou-
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se 0s percentuais de leite bovino no bubalino ocorreu a diluicdo dos componentes do leite de bufala,
permitindo a quantificagéo do leite de vaca nas formulagdes, facilitando a verificagéo da autenticidade

de leite bubalino pelas industrias de laticinios que utilizam este leite como matéria prima.

Regressdo por minimos quadrados parciais (PLS)

Os dados espectrais (matriz As) foram utilizados para predizer os teores de leite de vaca em
leite de buafala por PLS, técnica estatistica que permite o ajuste de varidveis altamente
correlacionadas, fato comum em dados de FTIR. Os niveis de adulteracdo estudados foram
quantificados devido a diminuicdo nas intensidades dos picos dos espectros de FTIR a medida em
que foi adicionado leite de vaca nas formulac@es (Figura 2).

O R? do modelo de treinamento foi de 0,9879 sendo necessério 7 variaveis latentes a fim de
fatores explicar com maior precisdo a variancia dos dados. A correlacao entre os valores preditos pelo
modelo e os valores experimentais para os dados de validagéo foi de 0,9988 (Figura 7), com RMSET

e RMSEV de 3,48%.

Figura 7: Correlacdo entre valores reais e preditos gerados pelo modelo de PLS.
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Alguns estudos utilizaram métodos rapidos associados a estatistica multivariada para
verificacdo da autenticidade de leite de bufala. Silva et al., ° em estudo com amostras de leite
liofilizadas e ATR-FTIR associado a ACP e RNA, encontraram diferencas entre os leites das espécies
somente a partir de 40% de adulteragdes, ndo sendo possivel a predigdo dos teores de leite de vaca
em leite de bifala, somente a classificagdo. Em contrapartida, Velioglu et al., ** ao pesquisarem sobre
a autenticidade do leite bubalino por espectroscopia de fluorescéncia associada a ACP e PLS
encontraram modelos com R? de 0,98 e RMSET e RMSEV de 2% e 4%, respectivamente, resultados
semelhantes aos encontrados nesta pesquisa.

Com relagdo a eficacia dos modelos testados verificou-se que os dois modelos (RLM e PLS)
apresentaram resultados compativeis. A modelagem por PLS para os dados espectrais e RLM a partir
dos resultados de composicdo quimica e caracteristicas fisico-quimicas, por apresentarem bons
indices de RMSE, R? e correlagdo, mostraram-se eficientes para verificagio da autenticidade de leite
de bufala, com capacidade de quantificacdo quando houver a presenca de leite de vaca nas amostras
avaliadas. O FTIR além de ser uma técnica confiavel, rapida e precisa, possibilitando a utilizacdo em
pesquisa de industrias de laticinios e laboratorios de vigilancia, pode ser aplicado diretamente ao leite
sem a necessidade de preparacéo de amostras e utilizacdo de reagentes prejudiciais aos manipuladores
e a0 meio ambiente. Ja os dados de composi¢do quimica e caracteristicas fisico-quimicas podem ser
utilizados por laboratérios de pesquisa que analisam rotineiramente leite de vaca e bufala.

Comparado ao leite de vaca, o leite de bufala apresenta maiores teores de constituintes, sendo
comercializado por precos elevados. Associado a isso, tém-se a questdo da diminuicdo da
disponibilidade do leite bubalino em determinadas épocas do ano, geralmente nos meses com estacoes
de primavera-verdo. O uso de dados de composi¢do quimica, caracteristicas fisico-quimicas e FTIR
associados a quimiometria podem ser capazes de revelar adulteracfes em leite de bufala, que
geralmente ocorrem em quantidades superiores a 10% de adulteracdo, pois niveis mais baixos nao
trazem ganhos financeiros significativos. Os resultados desta pesquisa mostraram-se capazes de

quantificar os teores de leite de vaca presentes em leite de bufala, oferencendo estratégias alternativas
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que podem proporcionar maior poder de fiscalizagdo por parte das industrias de laticinios que

realizam o processamento do leite bubalino e das autoridades de fiscalizacéo.

Conclusoes

Foram desenvolvidas duas estratégias alternativas para verificar a autenticidade de leite de
bufala, a primeira com base em analises de composi¢do quimica e caracteristicas fisico-quimicas
realizadas rotineiramente nos laboratorios de qualidade de leite, e a segunda a partir de espectros de
FTIR. Ambas as técnivas, quando associadas a quimiometria, apresentaram resultados compativeis
na deteccdo das adulteracdes.

ACP permitiu a separacdo dos tratamentos em regides distintas nos graficos bidimensionais,
servindo para classificacdo das amostras em grupos caracteristicos. Os modelos de RLM e PLS
ajustados apresentaram resultados capazes de predizer a presenca de leite de vaca em leite de bufala,

além de descrever o comportamento das amostras de acordo com os efeitos da adi¢éo do leite de vaca.
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Capitulo IV
Artigo 2

Avaliacao proteomica por FTIR-ATR, composi¢cio quimica e
caracteristicas fisico-quimicas combinadas com quimiometria

para verificacio de autenticidade em mucarela de bufala

O artigo seréa submetido para avaliacéo no periddico “Food Control”.
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Destaques
- Verificagdo da autenticidade de mucarela de bufala;
- FTIR-ATR e quimiometria para detec¢do de leite de vaca em mugarela de bufala;

- FTIR-ATR e RNA de queijos e peptideos permitiram a identificacdo de amostras comerciais
adulteradas.

Resumo

O objetivo deste trabalho foi a avaliacdo de queijos mucarela e peptideos solveis em agua por
FTIR-ATR, além da composicdo quimica e caracteristicas fisico-quimicas associadas a quimiometria
como triagem para verificacdo da autenticidade de mucarela de bufala. Foram produzidos queijos
com quantidades crescentes de leite bovino ao bubalino (10% a 90%), com leite de bufala e somente
leite de vaca, totalizando 165 amostras, além de serem coletados 11 queijos comerciais de mucarela
de bdfala. As amostras foram avaliadas (medidas analiticas) em relacdo aos teores de agua, residuo
mineral fixo, gordura, proteina, extrato seco total e desengordurado, pH, acidez, cor instrumental e

FTIR-ATR, que também foi aplicado aos peptideos sollveis em agua extraidos dos queijos. Analise
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de componentes principais (ACP), discriminante (AD), regressdo linear multipla (RLM) e redes
neurais artificiais (RNA) foram aplicadas aos dados. Foi possivel a partir das medidas analiticas, por
RLM, predizer as quantidades de leite de vaca em mucarela de bdfala. FTIR-ATR e RNA aos dados
espectrais dos queijos e peptideos garantiram a separacgéo/classificacdo das amostras em grupos com
a presenca de leite de vaca (10% a 90% e mucarela de vaca) e mucarela de bufala, sendo viavel para
triagens na verificacdo da autenticidade, detectando-se 3 amostras comerciais adulteradas.

Palavras-chave: adulteragdo; bovinos; bubalinos; queijo.

Abreviacoes
10% - 90%: percentual de leite de vaca em leite/mucarela de bafala
A1, Az e Az: matrizes de dados
a*,b*: coordenadas de cromaticidade
ACP: analise de componentes principais
AD: analise discriminante
CP’s, CP1 e CP2: componentes principais, componente principal 1 e 2
EST e ESD: extrato seco total e extrato seco desengordurado
FTIR: espectroscopia no infravermelho médio com transformada de Fourier

FTIR-ATR: espectroscopia no infravermelho medio com transformada de Fourier e célula de
reflectancia total atenuada

GES: gordura no extrato seco

L*: indice de luminosidade

m/v: relagdo massa-volume

PSA: peptideos solGveis em agua

RLM: regresséo linear multipla

RMSET e RMSEV: raiz do erro quadratico médio de treinamento e validacdo

RNA: redes neurais artificiais
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1. Introdugéo

O leite de bufala é um alimento que possui boas propriedades nutricionais, sensoriais e
tecnoldgicas (Velioglu et al., 2017), sendo utilizado por industrias de laticinios na producéo de
diversos tipos de derivados lacteos, em especial 0 queijo mucarela (Gongalves et al., 2016).

O queijo mucarela de bufala deve ser produzido obrigatoriamente a partir de leite bubalino
integral de acordo com tecnologia de fabricagio especifica (Petrela et al., 2015). E um queijo de
massa filada, o que confere ao produto caracteristicas prdprias de textura e derretimento (Nguyen et
al., 2017), além de apresentar alto teor de gordura na matéria seca, massa elastica e sabor agradavel
(Locci etal., 2008), com quantidades relevantes de proteinas, vitaminas e minerais (Silva et al., 2015).

Em contrapartida, a producdo do leite de bufala apresenta carater sazonal, com maiores ofertas
normalmente no outono-inverno. Associado ao preco elevado quando comparado ao leite de vaca,
fraudadores encontram oportunidades para cometerem praticas ilegais de mistura intencional de leite
bovino ao bubalino para a producéo dos derivados (Czerwenka et al., 2010), o que configura fraude
alimentar por adulteracdo quando ndo existir a presenca da informacdo da mistura na embalagem dos
produtos.

Adulteracbes por adicdo de leite de vaca em mucarela de bufala geralmente ocorrem com o
objetivo de gerar ganhos financeiros significativos (Dalmasso et al., 2011). Testes laboratoriais que
permitam checar a espécie animal produtora do leite utilizado na fabricacdo do queijo mucarela de
bufala possuem aplicabilidade, tanto para os servicos oficiais de fiscalizacdo quanto para laboratdrios
que certificam a autenticidade dos produtos (Velioglu et al., 2017). Uma série de métodos baseados
em avaliacBes protedbmicas, a partir da deteccao das especificidades de marcadores Unicos ou grupos
de marcadores das espécies, a exemplo de proteinas e suas fracdes, peptideos e aminoacidos, foram
desenvolvidos e/ou adaptados para detectar as fraudes e garantir a autenticidade dos produtos (Locci
et al., 2008).

Métodos baseados em eletroforese (Commission Regulation, 2008; Fuselli et al., 2015),
imunologia (Addeo et al., 2009; Silva et al., 2015), cromatografia (Enne et al., 2005; Czerwenka et
al., 2010; Gongalves et al., 2016) e espectrometria de massas (Cozzolino et al., 2001) foram utilizados
para verificar a autenticidade de leite e queijo mugcarela de bufala. Apesar da boa sensibilidade destes
métodos empregados na deteccdo destas adulteracGes, apresentam a desvantagem de elevados custos
na conducdo das analises, tempos prolongados na geracdo dos resultados, especialistas altamente
treinados e sofisticacdo laboratorial, alem das dificuldades de serem implantados em analises de
rotina. Nesse sentido, técnicas espectroscopicas surgem como alternativas viaveis para verificacdo da

autenticidade de alimentos (Boyaci et al., 2015).
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A espectroscopia no infravermelho médio (FTIR) é uma técnica de facil execucdo, rapida e
precisa na obtencédo dos resultados, oferecendo vantagens em rela¢éo a outras técnicas convencionais
(Lohumi et al., 2015). A analise por FTIR de peptideos soluveis em agua (PSA) extraidos de mucarela
pode garantir a identificacdo do tipo de leite utilizado durante a producédo dos queijos, indicando a
autenticidade dos produtos, ou seja, a técnica laboratorial quando associada a quimiometria é capaz
de fornecer respostas interessantes sobre a presencga de adulterantes em alimentos (Vasquez et al.,
2018).

Portanto, objetivou-se com este trabalho a avaliacdo de queijos mucarela e peptideos soliveis
em &gua por espectroscopia no infravermelho médio (FTIR-ATR), além da composi¢do quimica e
caracteristicas fisico-quimicas associadas a métodos estatisticos multivariados como ferramentas de

triagem para verificacdo da autenticidade de mucarela de bufala.
2. Material e métodos
2.1. Obtencéo do leite e producéo dos queijos mucarela

As amostras de leite bovino (vacas Holandés x Zebu) e bubalino (bdfalas Jafarabadi x Murrah)
foram obtidas em condi¢BGes higiénico-sanitarias adequadas e imediatamente enviadas para o
laboratério de processamento, onde foram submetidas as etapas de filtracdo para retirada de
impurezas e pasteurizacdo a 64°C + 1°C/30 minutos sob agitagéo constante objetivando a garantia da
seguranca do alimento.

Os queijos mucarela foram produzidos nos mesmos periodos de coleta dos leites, com adi¢édo
de quantidades variaveis e crescentes de leite bovino ao bubalino (10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%,
70%, 80% e 90%), além de formulac6es fabricadas exclusivamente com leite de bufala e vaca. Para
obtencdo da massa fermentada, 1L de leite de cada formulacdo ao atingir 38°C + 2°C foi adicionado
de 0,03 g de fermento lacteo liofilizado constituido por bactérias meséfilas e termoéfilas (BV-DEX-
06, Bela Vista Produtos Enzimaticos Industria e Comércio Ltda., Alto Bela Vista, SC, Brasil), 0,4
mL de cloreto de calcio 50% (m/v) (Coalhopar, Coalhos Bio Parana LTDA, Alto Piquiri, PR, Brasil)
e 0,8 mL de coagulante liquido (HA-LA®, Brasil — Chr Hansen — forca 1:3000). Ap6s 40 minutos
em repouso, a massa coagulada foi cortada em cubos, seguida de mexeduras a 38°C + 2°C por 30
minutos até obtengdo de uma massa cozida e firme. A massa foi dessorada, fermentada até atingir pH
de 5,1 por aproximadamente 18 horas a temperatura ambiente (25°C + 5°C), fatiada, filada em agua
a 80°C + 2°C e acondicionada em formas proprias. Em seguida, os queijos foram submetidos a salga,
em salmoura contendo 20% de NaCl (m/v) por 1 hora com viragem em 30 minutos, e posterior

resfriamento a 6°C + 2°C por 12 horas, sendo entdo embalados a vacuo (BS 320, R. Baido, Vila Casal
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Ub4, MG, Brasil). Cada formulacdo dos queijos foi produzida em 15 repeti¢des, totalizando 165
unidades experimentais. A fim de se controlar o efeito do armazenamento sob refrigeracdo na
proteolise dos queijos, todas as amostras foram mantidas sob refrigeracéo a 4°C + 2°C por 20 dias,
sendo entdo congeladas a -20°C + 2°C para andlises posteriores.

Um total de 11 marcas comerciais de queijos mucarela de bufala foram obtidas em comércio
varejista, coletadas em embalagens prdprias, sob refrigeracdo. Apds as coletas, os queijos foram
mantidos sob refrigeracdo a 4°C + 2°C para padronizacdo e maior controle da protedlise. Todos 0s
queijos foram obtidos considerando-se um prazo maximo de 20 dias apés a data de fabricacdo, sendo

congelados a -20 °C + 2°C no 20° dia de fabricacéo.
2.2. Composi¢do quimica e caracteristicas fisico-quimicas

Foram determinados os teores de agua (codigo 926.08), residuo mineral fixo (cddigo 935.42),
gordura no extrato seco (GES) (codigo 920.125), proteina (codigo 920.123), extrato seco total (EST)
e extrato seco desengordurado (ESD) por diferenca, pH e acidez titulavel (cddigo 920.124), em
triplicata, de acordo com metodologias descritas pela AOAC (2016).

A cor instrumental dos queijos foi determinada no sistema L*, a*, b*, em colorimetro
Colorquest XE (HunterLab, Sunset Hills Reston, VA, EUA), iluminante Des e observador 10°,
utilizando o sistema CIELAB (CIE, 1996), previamente calibrado em uma superficie branca e preta,
onde L* representa a luminosidade (L* = 0 — preto e L* = 100 — branco) e a* e b* as coordenadas de

cor responsaveis pela cromaticidade: (+a* = vermelho e —a* = verde, +b* = amarelo e —b* = azul).
2.3. Extracdo dos peptideos solaveis em agua (PSA)

Os PSA foram extraidos dos queijos segundo metodologia adaptada de Ong et al. (2007). 10 g
de cada amostra de queijo foram homogeneizadas em mesa agitadora (Q226K, Quimis, Diadema, SP,
Brasil) em 50 mL de agua ultrapura (Milli-Q, Millipore Corp., Bedford, MA, USA) a 200 rpm por 1
hora. Os extratos contendo os PSA foram filtrados em papel filtro quantitativo (Quanty, J. Prolab Ind.
e Com., Sdo José dos Pinhais, PR, Brasil), congelados a -80°C + 2°C por 24 horas e liofilizados em
liofilizador de bancada FreeZone 4,5 L (LabConco, Kansas City, MO, USA).

2.4. Obtencao dos espectros na regido do infravermelho médio (FTIR-ATR)

Os espectros de todas as 165 unidades experimentais dos queijos e PSA liofilizados foram
obtidos em equipamento de infravermelho médio (Cary 630 FTIR, Agilent Technologies Inc., Santa
Clara, CA, USA), equipado com célula de reflectancia total atenuada (ATR). Antes de cada coleta foi
realizada uma leitura do espectro de fundo. Cerca de 0,05 g das amostras foram colocadas
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individualmente sobre o compartimento do acessorio onde incidem os raios na faixa do infravermelho
(cristal de diamante), sendo obtidos os espectros no modo de absorbancia. As repeticdes de cada
amostra foram avaliadas na regido espectral com nimero de onda de 4000 cm™ a 600 cm™ e 64

varreduras, recolhidos com resolugéo de 4 cm™ a temperatura de 20°C + 2°C.
2.5. Andlises estatisticas multivariadas

O conjunto dos dados foi organizado em matrizes formadas por m x n elementos (m linhas
correspondentes aos tratamentos e n colunas correspondentes as variaveis), construidas para as
medidas de composicao quimica e caracteristicas fisico-quimicas (matriz A1), dados de absorbancia
das bandas dos espectros de queijos (matriz A2) e PSA (matriz Az). Foi utilizado o software Statistical
Analysis System Student (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) para retirada de outliers das matrizes
pela distancia de Cook, no qual amostras que apresentaram distancia > 2 foram descartadas
individualmente para cada matriz, e para conducdo das analises estatisticas multivariadas.

Foi realizada analise de componentes principais (ACP) a partir dos dados das matrizes A1 para
investigar o agrupamento das amostras de acordo com suas respectivas formulagdes, por meio da
obtencdo da matriz de covariancias, que expressa as variancias individuais e as combinacdes lineares
(covariancias) entre duas variaveis. Ap6s a obtencdo dos autovalores e de seus respectivos
autovetores caracteristicos normalizados, foram construidos os componentes principais (CP’s),
escolhidos de acordo com o critério de fatores interpretaveis associado ao diagrama de autovalores.

Os dados das matrizes A1, A2 e Az foram aleatorizados e divididos em dois grupos pelo
algoritmo de Kennard-Stone (Kennard e Stone, 1969), onde optou-se por utilizar 70% dos dados para
treinamento e 30% para validacéo na analise discriminante (AD), regresséo linear maltipla (RLM) e
redes neurais artificiais (RNA).

AD aplicada aos dados da matriz A: consistiu em obter fun¢bes matematicas capazes de
classificar amostras de queijo mucarela em grupos. Foram utilizados dados padronizados (média = 0
e desvio padrdo = 1) e sem outliers.

RLM foi aplicada aos dados padronizados da matriz Ax para predizer as quantidades de leite de
vaca em mucarela de bufala. Analise de multicolinearidade foi realizada entre as varidveis, referente
a razdo entre o maior e o menor autovalor da matriz de correlacdo (Barreto et al., 2016). Foram
testadas trés formas para sele¢cdo do modelo: Backward, Forward e Stepwise (Tabachnick e Fidell,
1996). Foram escolhidos modelos que apresentaram o0s maiores valores de coeficiente de
determinacdo (R?) e menor raiz do erro quadratico médio de treinamento (RMSET) e validagio

(RMSEV) (Eqg. 1), além da avaliagdo do nimero de parametros.
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RMSE = le (g —x,)? Eq. 1

Onde: n = nimero de observacbes; x; e x, sdo valores experimentais e previstos,

respectivamente, em relacdo aos tratamentos avaliados.

RNA a partir das matrizes A2 e Az foi relizada por meio do software Java Neural Network
(Wilhelm-Schickard-Institute (WSI), Tubingen, Alemanha), com o intuito de classificar amostras em
seus respectivos grupos (adulteradas e ndo adulteradas). Os dados originais foram padronizados (Eqg.
2).

y:u Eq. 2

X3~ X2
Onde: y = escore padronizado / x; = escore original / x, = valor minimo / x5 = valor maximo.

Foi utilizada a metodologia de redes supervisionadas (perceptrons multicamadas) para
classificacdo das amostras, com funcéo de ativacdo logistica em todos os neurdnios, além de conexdes
“feed-forward” entre os neurdnios e algoritmo de treinamento “Resilient Propagation”, tornando a
rede robusta e diminuindo com maior intensidade o RMSET. Foram utilizados 500 ciclos, divididos
em 110 iteracdes, correspondentes aos numeros de amostras na fase de treinamento.

As configuragdes das redes foram escolhidas baseadas na minimizagdo do RMSE e no maior
percentual de acertos de classificacdo (Rai et al., 2005).

3. Resultados e discusséo
3.1. Composigdo quimica e caracteristicas fisico-quimicas

Os resultados de composi¢cdo quimica e caracteristicas fisico-quimicas dos queijos avaliados
apresentaram variacGes (Tabela 1). As amostras de mucarela de bufala apresentaram diferencgas
estatisticas significativas (p < 0,05) pelo teste F, em relacdo as variaveis (gordura, proteina, EST,
ESD, acidez, umidade, residuo mineral fixo, L*, a* e b*), quando comparadas com mugcarela de vaca,

evidenciando que existem particularidades entre os dois grupos de queijos.
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Tabela 1: Valores minimos e maximos, média e desvio padrdo das varidveis dos queijos mucarela
(0% a 100%).

Variaveis Minimos — Maximos Média Desvio padrdo
Gordura** (%) 36,68 — 56,54 48,11 4,14
Proteina (%) 23,29 - 43,67 30,47 3,01
EST (%0) 49,48 — 64,54 56,14 2,71
ESD (%) 24,87 - 37,39 29,10 2,34
pH 5,27 -6,15 5,66 0,10
Acidez*** 17,96 — 69,60 32,00 7,25
Umidade (%) 35,46 — 50,52 43,85 2,71
Cinzas (%) 2,42 -511 3,11 0,39
L* 56,88 — 98,24 90,35 12,85
ax -5,32-1,71 -1,34 1,59
b* 10,42 — 36,70 23,11 5,83

L* = parametro de luminosidade / a* e b* = coordenadas de cromaticidade. ** Gordura expressa em extrato seco

(GES). *** Acidez expressa em porcentagem de 4cido latico.

A composigdo quimica reflete caracteristicas de qualidade da matéria-prima e condi¢Bes do
processamento dos queijos. Com a padronizacdo do processo produtivo, as diferencas observadas
ocorreram em virtude das peculiaridades individuais dos leites das diferentes espécies. A
quantificacdo dos teores de gordura e proteina explicam as diferencas nos processos de coagulagédo
da massa do queijo, em que o leite de bufala, devido a conformacéo proteica diferenciada e maiores
tamanhos dos glébulos de gordura, ocasiona menor retencao de &gua na massa quando comparado ao
leite de vaca durante o processo produtivo de mugcarela, influenciando nas variagdes de umidade, EST
e ESD (Walstra et al., 2006; Moore et al., 2012).

O parametro L* refere-se a capacidade da amostra em refletir ou transmitir luz, variando em
uma escala de 0 (preto) a 100 (branco). A coordenada de cromaticidade a* aponta a coloracdo no
intervalo do verde (a* < 0) ao vermelho (a* > 0), enquanto a b* do azul (b* < 0) ao amarelo (b* > 0)
(CIE, 1996). Quanto maior o valor L*, maior a coloragdo branca da amostra. Queijos mucarela de
bufala, devido as menores concentragdes de B-caroteno na composi¢do quimica do leite, apresentam
tonalidades de coloragdes mais brancas em comparagédo aos queijos mugarela produzidos com leite
de vaca. Para as coordenadas de cromaticidade a* e b*, a maioria dos queijos produzidos em

laboratdrio (0% a 70%) apresentou coloracgdes nas regides do verde e amarelo.
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3.2. Espectros (FTIR-ATR) dos queijos e PSA

A partir das andlises de FTIR-ATR foram obtidos 0os comportamentos dos modos vibracionais

de grupos funcionais presentes nos constituintes dos queijos (Figura 1).

Figura 1: (a) Espectros obtidos em FTIR-ATR das amostras de queijo mucarela de bufala e vaca. (b)
Regides selecionadas entre 3600 cm™ e 3100 cm™ e 1700 cm™ e 950 cm™ para classificagédo entre

amostras de bdfala, adulteradas (10% a 90%) e vaca.
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Um total de 15 bandas de absorcéao foram identificadas (Figura 1a) a partir de dados disponiveis
na literatura (Stuart, 2004; Barbosa, 2007; Santos et al., 2013). Nao houve a ocorréncia de bandas
caracteristicas entre as amostras oriundas de leites das diferentes espécies, porém 10 bandas foram
selecionadas (Figura 1b) nas regides entre 3600 cm™ e 3100 cm (vibrac&o do grupo funcional C—H
associada aos lipideos) e 1700 cm™ e 950 cm™ (vibragGes C=0/C—H/C=C associadas aos lipideos,
H-N-C=0 para Amidas Il e Il de proteinas e C-C/C-O-C de carboidratos) por apresentaram
intensidades de vibracdo diferentes entre amostras de queijos oriundas de leite de bdfala e com a
presenca de leite de vaca.

Durante as etapas de corte e cozimento da massa na produgédo dos queijos, a massa coagulada
apresenta-se com globulos de diferentes tamanhos (Walstra et al., 2006). Este aspecto, associado aos
maiores teores dos constituintes do leite bubalino quando comparado ao leite de vaca, provocam
variacdes no percentual de agua dos queijos produzidos, pois quanto menor o tamanho dos glébulos,
maior a sinérese do soro e menor a umidade do produto final, influenciando nos teores dos
constituintes e, assim, nos resultados de FTIR-ATR.

Nos espectros obtidos a partir de PSA extraidos dos queijos (Figura 2) observou-se que nao
houve a presenca de bandas diferentes para as espécies bubalina e bovina (Figura 2a), somente
diferencas de intensidades de absor¢éo. Assim, 10 bandas foram selecionadas na faixa entre 1720 cm-
1 ¢ 680 cm! para classificagdo dos queijos (Figura 2b).

Figura 2: (a) Espectros obtidos em FTIR-ATR de PSA extraidos de queijos mucarela de bdfala e
vaca. (b) Espectros (FTIR-ATR) em faixa selecionada entre 1720 cm™ e 680 cm™ de PSA extraidos

dos queijos mucarela de bufala, adulteradas (10% a 90%) e mucarela de vaca.
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Em queijos, as proteinas e suas fragdes sofrem degradagdes, processo denominado de
protedlise, que consiste na quebra de sua estrutura tridimensional e, consequentemente, em mudangas
conformacionais, dando origem a peptideos de menor massa molecular e aminoacidos livres. No caso
de queijos mucarela (queijos frescos) produzidos a partir de leites de diferentes espécies, neste caso
a bubalina e bovina, associado ao processamento e a padronizagdo do tempo de refrigeracéo (20 dias)
antes do congelamento para a realizacdo das analises, efeitos diferenciados nas vibracbes de grupos
funcionais de PSA extraidos ocorreram, de maneira geral, diminuindo a intensidade de vibracdo dos

picos devido ao aumento dos niveis de adulteracao.
3.3. Analises estatisticas multivariadas
3.3.1. Composicdo quimica e caracteristicas fisico-quimicas

Os queijos mucarela de bufala e vaca apresentaram comportamento distinto com relacdo a
composicao quimica e caracteristicas fisico-quimucas por ACP (Figura 3). Foram selecionados 2
CP’s, com 0 CP1 explicando 57,14% e o CP2 26,08% da variancia total dos dados.

Observou-se na figura 3 a formacéo de dois grupos distintos, o primeiro formado por amostras
bubalinas situadas em maior parte na escala positiva do CP1 e negativa do CP2, pois apresentaram
maiores valores de GES, EST, acidez e indice de luminosidade L*. O segundo grupo formado
exclusivamente por amostras bovinas, com a maioria localizada na escala negativa do CP1, por

apresentarem maiores percentuais de umidade e coordenadas de cromaticidade a* e b*.
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Figura 3: ACP dos queijos mucarela de bdfala e vaca em relagdo a composigdo quimica e

caracteristicas fisico-quimicas.
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Objetivando verificar a influéncia dos diferentes niveis de adulteracdo de leite de vaca ao leite
de bufala foi realizada ACP das adulteragdes individualmente (10% a 90%) com os tratamentos
bubalino e bovino (Figura 4). Igualmente ao que ocorreu na ACP entre amostras de bufala e vaca
(Figura 3), foram escolhidos dois CP’s (CP1 e CP2) que explicaram a maior parte da variancia dos
dados.

Com o aumento dos niveis de adulteracdo nos queijos, observou-se elevacdes na umidade e
coordenadas de cromaticidade a* e b*, além de diminui¢des nos teores de GES, EST e indice de
luminosidade L*, com grupos de amostras movimentando-se na dire¢cdo da diminui¢do dos valores
do CP1 e aumento dos valores do CP2. Amostras com 10%, 20% e 30% de adulteracdo situaram-se
em regifes proximas ao tratamento bubalino. Os tratamentos com 40% a 60% de leite de vaca
localizaram-se em regides intermediarias entre mucarelas de bufala e vaca, enquanto amostras de

70%, 80% e 90% de leite de vaca apresentaram-se em regides préximas a do tratamento bovino.
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Figura 4: ACP das amostras de queijo adulteradas (10% a 90%), bubalinas e bovinas em relacéo a

composicdo quimica e caracteristicas fisico-quimicas.
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5 funcgOes discriminantes obtidas por AD foram utilizadas para classificagdo dos queijos em
seus respectivos grupos originados pela ACP (grupo 1: mucarela de bufala / grupo 2: 12 classe de
adulteracdo (10% a 30%) / grupo 3: 22 classe de adulteracdo (40% a 60%) / grupo 4: 32 classe de
adulteracdo (70% a 90%) / grupo 5: mucarela de vaca). Nas funcBes a AD atribuiu pesos as equacdes,
que foram multiplicados por cada variavel a fim maximizar a variancia entre 0s grupos e minimiza-
la dentro de cada grupo. Na Tabela 2 encontram-se os percentuais de acertos de classificacédo das

amostras.

Tabela 2: Numero de observacdes em relacdo a composi¢do quimica e caracteristicas fisico-quimicas

dos queijos e percentuais de classificacdo por grupo no treinamento (T) e validacéo (V).

Grupos Bufala 12 classe 22 classe 32 classe Vaca TOTAL

(T/V) (T/IV) (TIV) (TIV) (TIV) (T/IV)

Bufala 10/4 0/0 0/0 0/0 0/0 10/4
100/100 0/0 0/0 0/0 0/0 100/100

12 classe 1/0 26/11 3/0 0/0 0/0 30/11
3,33/0 86,67/100 10/0 0/0 0/0 100/100

28 classe 0/0 4/3 24/11 2/1 0/0 30/15
0/0 13,33/20 80/73,33 6,67/6,67 0/0 100/100

32 classe 0/0 0/0 212 25/8 3/3 30/13
0/0 0/0 6,67/15,38 83,33/61,54 10/23,08 100/100

Vaca 0/0 0/0 0/0 1/0 9/4 10/4
0/0 0/0 0/0 10/0 90/100 100/100

As funcdes garantiram bons percentuais de classificacdo para 0s grupos de amostras,
principalmente no tratamento bubalino que deve possuir o maximo possivel de acertos, ou seja,
amostras deste grupo devem ser apresentadas corretamente, ndo sendo classificados em outros
grupos. Com isso, a AD a partir dos dados de composicao quimica e caracteristicas fisico-quimicas
pode ser utilizada para classificar queijos mucarela de bafala adulterados e ndo adulterados.

Para 0 modelo de RLM escolhido pela técnica Backward (Figura 5), a multicolinearidade foi
baixa (< 100), ou seja, ndo existiu alto grau de correlagéo entre as variaveis independentes, assim 0s

parametros foram estimados com preciséo.
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Figura 5: (a) Coeficientes de B da equacdo de RLM para os dados de composi¢do quimica e
caracteristicas fisico-quimicas. (b) Correlacdo entre valores reais e preditos gerada pelo modelo de
RLM.
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Poucos parametros (escores padronizados de umidade, ESD e coordenadas de cromaticidade a*
e b*) foram suficientes para descrever o comportamento das amostras com a adicdo de leite de vaca
e, assim, evidenciar as diferencas entre elas. O modelo foi bem ajustado aos dados (R? = 0,9462),
com alta correlagéo (0,9909) e baixos RMSET (7,33%) e RMSEV (4,64%), sendo capaz de predizer
a quantidade de leite bovino nos queijos mucarela (Figura 4b), pois ndo houve grandes diferencas nas
comparac0es entre os valores preditos e reais.

Os teores de agua e as coordenadas de cromaticidade a* e b* aumentaram a medida que elevou-
se 0s percentuais de leite bovino nos queijos. Estes comportamentos podem ser caracterizados por
maiores quantidades de constituintes do leite bubalino, além da associacdo com as diferencas entre a
coagulacdo da massa dos queijos oriundos de leite das diferentes espécies, o que diferencia na
retencdo de agua pela massa. As diferencgas na cor das amostras foram confirmadas pela elevacéo dos
valores da coordenada de cromaticidade b*, com valores positivos sendo caracteristicos da cor

amarela, mais caracteristica e com maior intensidade nos queijos com maiores teores de leite de vaca.
3.3.2. FTIR-ATR dos queijos e PSA

RNA aplicada aos dados espectrais dos queijos e PSA permitiram a classificagdo de amostras

devido a presenca de leite de vaca nas formulac¢Ges. Os parametros utilizados na arquitetura das redes
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se diferenciaram em relagdo a quantidade de neurdnios das camadas de entrada e intermediérias
(Tabela 3).

Tabela 3: Arquitetura das redes para os dados espectrais (FTIR-ATR) dos queijos e PSA.

Parametros da RNA Queijos PSA
Aprendizagem Supervisionado Supervisionado
Fungdo de Ativacédo Logistica Logistica

NUmero de variaveis de entrada 10 10
NUmero de camadas intermediarias 2 2
NUmero de neurdnios na 12 camada intermediéria 50 50
Numero de neurdnios na 22 camada intermediaria 20 20
NUmero de varidveis de saida 2 2

Iteracdo (nGmero de ciclos) 500 500

Os dados de entrada corresponderam as varidveis selecionadas nos espectros (FTIR-ATR),
neste caso, 10 bandas referentes aos dados dos queijos (Figura 1b) e 10 bandas utilizadas para
classificacdo em relacdo aos PSA (Figura 2b). Os neurbnios das camadas intermediarias foram
escolhidos baseados nas melhores configuracdes de redes que apresentaram menores RMSET,
RMSEV e maiores percentuais de acertos de classificacdo. A camada de saida das redes foi composta
por 2 neurdnios, objetivando a classificagdo das amostras entre mucarela de bdfala e adulteradas
(grupo formado por queijos com 10% a 90% de leite de vaca) e queijos mucarela de vaca. Nas
configuracGes escolhidas houve boa classificacdo das amostras, gerando baixos RMSET e RMSEV,

0 que permitiu a verificagcdo de autenticidade dos queijos (Figura 6).

Figura 6: RMSET e RMSEV em fun¢do do nimero de ciclos nas etapas de treinamento e validacdo

das redes de melhores arquiteturas testadas. (a) queijos mucarela. (b) PSA.
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A RNA de classificacdo dos queijos apresentou RMSET de 0,089, RMSEV de 0,29 e percentual
de acertos de classificacdo de 97,78% (100% de acertos para amostras pertencentes ao grupo de
mucarela de bufala e 95,56% para as amostras adulteradas e mucarela de vaca), permitindo a
verificacdo répida de autenticidade em mucarela de bufala, sem a necessidade da aplicacdo de
métodos caros, demorados e que necessitam de técnicos treinados e da utilizagdo de reagentes
quimicos prejudiciais.

A rede para classificacdo a partir de PSA apresentou RMSET de 0,25, RMSEV de 0,33 e
percentual de acertos de classificagdo de 85% (divididos em 80% de acertos para amostras
pertencentes ao grupo de mugcarela de bufala e 90% para o outro grupo), permitindo a deteccdo de
adulteracBes em mucarela de bufala, discriminando as amostras em adulteradas e ndo adulteradas. A
deteccdo das adulterac6es a partir de 10% pode ser viavel em aplicacGes praticas de triagem na rotina
de industrias e laboratdrios de pesquisa.

A maior parte dos estudos para detecgdo de leite de vaca em mucarela de bufala baseia-se em
analise de proteinas e suas fracdes, peptideos e aminoacidos por meio de técnicas protedbmicas, como
eletroforeses, cromatografias e espectrometria de massas, que apesar de apresentarem resultados
precisos e confidveis na deteccdo da adulteracdo, sdo métodos relativamente caros, demorados e
dificeis de serem aplicados em anélises de rotina, quando comparados com a aplicacdo de FTIR-ATR.
A adicdo fraudulenta de leite de vaca em leite de bufala geralmente ocorre em niveis superiores a
10% de adulteracdo, pois niveis mais baixos ndo trazem ganhos financeiros significativos (Czerwenka
et al., 2010; Fuselli et al., 2015; Velioglu et al., 2017).

3.3.3.  Verificacdo da qualidade e autenticidade de amostras comerciais de mucarela de

bufala

Foram utilizados os padrdes italianos estabelecidos pelo “““Decreto del Ministero delle Politiche
Agricole e Forestali” (D.M., 2003) para mugarela de bdfala de Campana, e os padrdes brasileiros para
queijo mucarela (Brasil, 1997) para verificagdes dos indices de qualidade (composi¢do quimica —
teores de 4gua e GES) das amostras comerciais de queijo mucarela de bufala.

De acordo os padrdes italianos (D.M., 2003), a mucarela de bufala deve apresentar teor minimo
de gordura na matéria seca de 52% e umidade méaxima de 65%. Pelo Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade do Queijo Mozzarella (Muzzarella ou Mussarela) (Brasil, 1997), designado
originalmente para mugarela de vaca, esses queijos devem ser produtos de média, alta ou muito alta
umidade, com valores maximos de 60% de agua; e extragordos, gordos a semigordos, com teores
minimos de 35% de GES.
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A umidade das amostras comerciais variou entre 30,84% e 47,32%, com todos os valores
situando-se abaixo dos maximos de 65% e 60% estabelecidos pela legislacdo internacional e nacional,
respectivamente. Em relacédo ao teor de GES, observou-se que os resultados das amostras variaram
entre 44,04% e 69,03%. De acordo com a legislacdo brasileira (Brasil, 1997), 5 queijos apresentaram
caracteristicas de gordos e 6 foram classificados como extragordos. Ja pela legislagdo italiana, 3
marcas de queijo mucarela de bufala se enquadraram abaixo dos teores minimos de 52% para GES.

Com os dados de composic¢éo quimica e caracteristicas fisico-quimicas das amostras comerciais
aplicados ao modelo obtido por RLM (Figura 5a), 2 das 11 amostras avaliadas apresentaram, pelo
menos 20% e 30% de leite de vaca nas formulagdes. A aplicagcdo de FTIR-ATR e RNA, tanto nos
dados dos queijos quanto nos PSA extraidos, permitiu a classificagdo de 3 amostras adulteradas com
niveis superiores a 10% de leite de vaca nas formulagdes. A aplicacdo dos métodos propostos nesta
pequisa em associa¢do aos tradicionais oficialmente empregados para verificacdo da autenticidade de
mugarela de bufala confirmaria a detec¢do das adulteracdes e a predicdo dos niveis de leite de vaca

utilizados na producéo dos queijos.
4. Conclusdes

Foi possivel detectar e quantificar a presenca de leite de vaca nos queijos por meio das analises
de composi¢do quimica e caracteristicas fisico-quimicas associadas a quimiometria, evidenciando a
ndo utilizacdo de equipamentos e técnicas sofisticadas para verificacdo da autenticidade de mucarela
de bufala, o que auxilia no poder de fiscalizacdo por laboratorios de pesquisa. Pelo modelo de RLM
gerado a partir destes dados, 2 amostras comerciais foram detectadas com quantidades superiores a
20% de leite de vaca.

Os dados de FTIR-ATR dos queijos e PSA associados as RNA permitiram a identificacdo de
adulteracdo do queijo a partir da classificacdo em grupos de amostras ndo adulteradas e adulteradas,
com destaques para a rede desenvolvida para aplicagdo aos dados espectrais dos queijos, por ndo ser
preciso o preparo das amostras, além de ter apresentado maiores percentuais de acertos de
classificacdo e menores RMSET e RMSEV. As redes permiriram a classificacdo de 3 amostras
comerciais adulteradas.

Os métodos desenvolvidos nesta pesquisa foram eficazes e podem ser utilizados na verificagcdo

de autenticidade em mucarela de bafala.
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