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RESUMO 

GONÇALVES, B. R. F. Verificação de autenticidade em leite e muçarela de búfala por meio de 

FTIR e medidas analíticas associadas a quimiometria. Itapetinga – BA: UESB, 2019. 86 p. (Tese 

– Doutorado em Engenharia e Ciência de Alimentos).* 

A sazonalidade na produção de leite bubalino associada ao preço elevado quando comparado ao leite 

de vaca são causas que proporcionam possibilidades de adulterações em muçarela de búfala. 

Objetivou-se utilizar avaliação proteômica e medidas analíticas associadas à quimiometria para 

detectar a presença de leite de vaca em muçarela de búfala. Foram produzidos queijos muçarela 

exclusivamente com leite de búfala e vaca e com inclusões crescentes de leite bovino ao bubalino 

(10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80% e 90%), em 15 repetições de cada formulação, 

totalizando 165 amostras de queijos que foram congeladas com 20 dias após a data de fabricação para 

padronização de reações proteolíticas. Foram coletados 11 queijos comerciais de muçarela de búfala. 

Peptídeos solúveis em água foram extraídos das amostras de queijo muçarela e avaliados por 

espectroscopia no infravermelho médio. Amostras de leite e queijo foram avaliadas em relação à 

composição química (teores de água, gordura, proteína, lactose (em amostras de leite), sólidos totais, 

sólidos desengordurados, pH e espectroscopia no infravermelho médio) e características físico-

químicas (acidez e cor instrumental (em amostras de queijos)). Os dados obtidos foram analisados 

por quimiometria (análise de componentes principais, análise discriminante, regressão linear 

múltipla, regressão por mínimos quadrados parciais e redes neurais artificiais) para 

separação/classificação de amostras em grupos característicos, diferenciação entre as formulações e 

predições das quantidades de leite de vaca. Foram gerados gráficos de dispersão, modelos 

matemáticos de discriminação, regressão linear múltipla e regressão por mínimos quadrados parciais, 

além de redes neurais que, em conjunto, foram capazes de detectar a presença de leite de vaca em 

amostras de leite e queijo muçarela, classificando-as em adulteradas ou não adulteradas. Os resultados 

desta pesquisa mostraram-se importantes para auxiliar na detecção de adulterações por adição de leite 

de vaca em leite e queijo muçarela de búfala a partir da aplicação de espectroscopia no infravermelho 

médio associado à quimiometria.        

Palavras-chave: adulterações; análise multivariada; espectroscopia; FTIR; queijo.  

 

_____________________ 

* Orientadora: Sibelli Passini Barbosa Ferrão, Dra., UESB. Co-orientador: Antonio Silvio do Egito, 

Dr., EMBRAPA. Co-orientador: Leandro Soares Santos, Dr., UESB. 



 

 

ABSTRACT 

GONÇALVES, 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. 
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* Advisor (a): Sibelli Passini Barbosa Ferrão, Dra., UESB. Co-advisor: Antonio Silvio do Egito, Dr., 

EMBRAPA. Co-advisor: Leandro Soares Santos, Dr., UESB. 
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1. INTRODUÇÃO 

Por conta de suas características nutricionais, sensoriais e tecnológicas, o leite de búfala é uma 

boa alternativa de matéria-prima para a fabricação de derivados lácteos, em especial o queijo 

muçarela (SANTOS et al., 2013). No Brasil, em virtude da sazonalidade em sua produção, com 

maiores ofertas em determinada época do ano, geralmente no outono-inverno, associada ao preço 

elevado quando comparado ao leite de vaca, podem ocorrer misturas de leites das espécies bovina e 

bubalina para produção dos derivados, o que consiste em fraude alimentar por adulteração quando 

não existir a presença da informação da mistura na embalagem dos produtos (CZERWENKA et al., 

2010).    

Boa parte da população preza pela confiança de que está adquirindo alimentos com as reais 

características que são especificadas em seus rótulos. Nas embalagens, a origem, quantidade e 

qualidade das matérias-primas devem ser relatadas, pois a adição não mencionada de leite de vaca 

em leite de búfala fere os direitos dos consumidores e a legislação em vigor (BRASIL, 2017). Nesse 

contexto, torna-se necessário utilizar técnicas laboratoriais existentes objetivando detectar com maior 

facilidade, precisão e rapidez tais adulterações (JAISWAL et al., 2015; LOHUMI et al., 2015).     

A busca por autenticidade em muçarela de búfala geralmente baseia-se em metodologias que 

estudam as características proteômicas, tais como proteínas e suas frações, peptídeos e aminoácidos. 

Diferentes métodos podem ser aplicados para identificar leite de vaca em leite de búfala e/ou muçarela 

de búfala, com destaques para ensaios eletroforéticos (VELOSO et al., 2002; MAYER, 2005; 

GONÇALVES et al., 2016), cromatográficos (ENNE et al., 2005; GONÇALVES et al., 2016) e 

espectrometria de massas (COZZOLINO et al., 2001, 2002). 

Apesar de possuírem boa sensibilidade, precisão e confiabilidade nos resultados, estes métodos 

proteômicos podem ser complementados para utilização em análises de autenticidade de alimentos 

em indústrias e/ou laboratórios, principalmente por conta de infraestrutura, custos operacionais, 

dificuldades no preparo de amostras e reagentes e demora na obtenção dos resultados. Nesse aspecto, 

a Espectroscopia no Infravermelho Médio por Transformada de Fourier (FTIR) pode ser utilizada 

gerando respostas rápidas, precisas e com pouca preparação das amostras (NICOLAOU et al., 2010; 

SANTOS et al., 2013; CONCEIÇÃO et al., 2019).  

Medidas analíticas quando combinadas com a quimiometria podem permitir o desenvolvimento 

de modelos estatísticos e matemáticos com boas performances para detectar de maneira rápida a 

presença de leite de vaca em muçarela de búfala (DOMINGO, 2014).  
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1. Leite de búfala 

Entende-se por leite, sem outra especificação, o produto oriundo da ordenha completa, 

ininterrupta, em condições de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas. O leite de 

outros animais deve denominar-se segundo a espécie de que procede (BRASIL, 2017), devendo o 

leite de bubalinos ser denominado como leite de búfala.  

O leite de búfala é o segundo mais produzido no mundo, representando cerca de 14% da 

produção global, ficando atrás somente do leite bovino que é responsável por 83% (FAOSTAT, 

2018). O rebanho bubalino no Brasil tem aumentado em torno de 12,7% ao ano, enquanto a produção 

brasileira de leite de búfala cresce, em média, 25% ao ano desde 2001, com quantidades superiores a 

92 milhões de litros por ano, indicando ser uma boa atividade no setor de lácteos nacional (IBGE, 

2018). Um dos principais fatores que está impulsionando a bubalinocultura é o aproveitamento do 

leite como matéria-prima para a produção de derivados, proporcionando maior rendimento industrial 

associado com boas características de qualidade nutricional e sensorial (SHAKERIAN et al., 2016).    

A composição química e características físico-químicas do leite (Tabela 1) são influenciadas 

por diversos fatores, como espécie, raça, lactação, idade, manejo, alimentação e sanidade dos animais, 

condições climáticas e período do ano (CZERWENKA et al., 2010), o que justifica a grande variação 

dos valores divulgados pelos pesquisadores.  

Tabela 1: Composição média dos leites de vaca e búfala. 

Tipo de 

leite 

Teor de água 

(%) 

Proteína 

(%) 

Gordura 

(%) 

Lactose 

(%) 

ST1 

(%) 

SD2 

(%) 

Acidez 

(ºDornic) 

Vaca 87,00 3,50 3,80 4,80 13,00 9,20 14-18 

Búfala 82,00 4,10 7,50 5,20 18,00 11,50 14-23 

 FONTE: Adaptado de Pignata et al. (2014). 1Sólidos Totais. 2Sólidos Desengordurados. 

Quando comparado ao leite bovino, o leite de búfala tem gosto doce mais acentuado e coloração 

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

Geralmente apresenta maiores teores de proteína, gordura, lactose, sólidos totais (ST), sólidos 

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

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

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

2009). 

As proteínas do leite de búfala são constituídas por cerca de 77% - 79% de caseínas e 21% - 

23% de proteínas do soro (SHAKERIAN et al., 2016). Para a produção de queijos o leite de búfala 
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retém menos água e é coagulado mais rapidamente, além de apresentar maior rendimento quando 

comparado ao leite de vaca. Muitas vezes é necessário correlacionar o teor de proteína com 

subprodutos gerados a partir de reações de proteólise, tais como, peptídeos e aminoácidos, pois podem 

auxiliar na verificação da autenticidade de leites e/ou queijos das espécies em estudo (MOORE et al., 

2012). 

A gordura do leite é o constituinte mais variável e um dos mais importantes economicamente, 

com valores entre 5,5% e 8,0% para o leite de búfala e 3,0% e 5,0% para o leite de vaca, a depender 

de fatores como raça, alimentação e estágio de lactação dos animais e região, clima e vegetação da 

localidade onde se encontram. Os lipídios podem ser extraídos do leite sem promover grandes 

modificações 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 fabricação de outros derivados 

lácteos, promover a minimização das diferenças quantitativas entre os leites das duas espécies para a 

produção dos queijos (WALSTRA et al., 2001). 

A lactose é o carboidrato característico do leite, sendo um dissacarídeo composto por glicose e 

galactose. Possui importância nos processos tecnológicos de acidificação do leite e derivados, por 

meio da fermentação lática, sendo importante nas etapas de fabricação 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 presença de ácidos, caseínas, fosfatos, 

albumina, dióxido de carbono e citratos. A elevação da acidez é causada pela hidrólise da lactose por 

enzimas microbianas, resultando na formação de ácido lático. Para o leite bubalino, os valores de 

acidez geralmente são elevados quando comparados com o leite bovino, devido à caseína, que por 

conter aminoácidos com características anfóteras, agem como ácidos na titulação (AHMAD et al., 

2008).  

Por conta de suas características nutricionais, sensoriais e tecnológicas, o leite de búfala é uma 

boa alternativa de matéria-prima para a fabricação de queijos, manteiga, iogurtes, entre outros 

derivados lácteos (HAN et al., 2007; AHMAD et al., 2008). 

2.2. Muçarela de búfala 

A maior parte do leite de búfala industrializado é utilizado como matéria-prima para produção 

do queijo muçarela, embora em muitas localidades também é direcionado, em menores quantidades, 

para fabricação de alguns queijos frescos e/ou maturados, variando de acordo com a região e os 

hábitos alimentares (CORREDDU et al., 2017). 
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O queijo muçarela foi originado no Sul da Itália, nas regiões de Campânia, Lazio, Apúlia e 

Molise, sendo essas localidades as únicas no mundo que possuem o selo da autêntica “Mozzarella”, 

que é uma Denominação de Origem Protegida (DOP) regulamentada por Leis da União Europeia 

(CZERWENKA et al., 2010). De acordo com as Regulamentações, a verdadeira muçarela deve ser 

produzida exclusivamente com leite de búfalas italianas (Bubalus bubalis) criadas em regiões 

atribuídas à especificação DOP, além de definições rigorosas de qualidade tanto em relação às 

características quanto à tecnologia de produção (PETRELA et al., 2015).    

Caracteriza-se por ser um queijo de massa filada, onde o queijo é esticado em água com 

temperaturas superiores a 60ºC para que ocorra a fusão da massa e alinhamento paralelo das fibras 

(NGUYEN et al., 2017), garantindo características próprias de aparência, textura e derretimento da 

muçarela, além de ser tradicionalmente produzido exclusivamente com leite de búfala integral e não 

pasteurizado, adicionado de culturas lácteas presentes no soro de leite do dia anterior, apresentar alto 

teor de gordura na matéria seca (> 52%), massa elástica e sabor agradável (LOCCI et al., 2008; 

APONTE et al., 2010; AHMED et al., 2011), com algumas variações a depender do local de produção.  

Em relação a umidade pode ser classificado em queijo muçarela de baixa umidade (teores variando 

entre 45% e 52%) ou alta umidade (> 52%) (NGUYEN et al., 2017).      

O queijo muçarela de búfala é considerado importante na nutrição humana, devido aos teores 

relevantes de lipídeos, proteínas, vitaminas e minerais, sendo um produto de alto valor agregado, com 

crescente aceitação e popularidade no mercado nacional, com demandas tanto para o consumo in 

natura quanto para utilização na culinária. Com isso, essa demanda de mercado desperta interesse de 

indústrias do setor de lácteos em incorporar a tecnologia deste produto em sua linha de produção 

(BUZI et al., 2009).  

No entanto, ao mesmo tempo em que ocorre o aumento da oferta e demanda do produto, 

fraudadores encontram oportunidades para cometerem práticas ilegais na fabricação deste tipo de 

queijo. Em diversas localidades, existem tentativas de se produzir muçarela de búfala a partir de leite 

de vaca, adulterando o produto e modificando suas características originais (PISANO et al., 2016).   

2.3. Adulterações em muçarela de búfala 

A produção do leite de búfala apresenta caráter sazonal, com maiores ofertas normalmente no 

outono-inverno. Por conta disso, associado ao preço elevado quando comparado ao leite de vaca, 

ocorrem misturas de leites entre as espécies bovina e bubalina para produção dos derivados, o que 

configura fraude alimentar quando não existir a presença da informação da mistura na embalagem 

dos produtos (CZERWENKA et al., 2010). 
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Adulterações em muçarela de búfala geralmente ocorrem com o objetivo de gerar ganhos 

financeiros significativos. A adição de leite de vaca ao leite de búfala para fabricação do queijo 

muçarela é realizada de maneira intencional, sendo facilitada pela falta de fiscalização por parte das 

autoridades responsáveis associada à inexistência de padrões legais e de uma legislação vigente 

dedicada ao intuito de impedir que os fraudadores continuem cometendo essas práticas ilegais 

(DALMASSO et al., 2011). 

Uma série de métodos baseados em avaliações proteômicas foram desenvolvidos para detectar 

esses tipos de fraudes e garantir a autenticidade dos produtos (LOCCI et al., 2008). A focalização 

isoelétrica (IEF) em gel de poliacrilamida tem sido adotada pela União Europeia como o método 

oficial de referência para detectar γ2-caseína bovina, com detecção limite de 1% (v/v) de leite de vaca 

em outros tipos de leite (cabra, ovelha e búfala) (COMMISSION REGULATION, 2008). Resultados 

confiáveis, independente do grau de proteólise, podem ser obtidos na análise de queijos ovinos e 

caprinos, porém em queijos de búfala a conclusão é incerta, pois peptídeos semelhantes a γ2-caseína 

bovina são gerados a partir da atuação da plasmina na hidrólise do fragmento 106-209 da β-caseína 

(β-CN) do leite de búfala, ocasionando resultados falso-positivos quando analisados pelo método 

oficial europeu (PIZZANO et al., 2011).  

Addeo et al. (2009), por meio de abordagens imunoquímicas, identificaram diferenças entre a 

γ2-caseína bovina e peptídeos semelhantes a esta fração nos perfis da IEF, baseado no estudo de 

identificação de variantes da caseína, com o uso de anticorpos que reagem com a γ2-caseína bovina e 

peptídeos gerados a partir da hidrólise da β-CN bovina pela ação da plasmina, porém não reagem 

com a maioria dos peptídeos resultantes da hidrólise da β-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 produção da muçarela 

são importantes. Vários outros métodos analíticos para detecção 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 informações sobre as proteínas do leite, sendo utilizados 

na diferenciação do leite de várias espécies. Uma das mais tradicionais técnicas de eletroforese, 

realizada em gel de poliacrilamida (PAGE), pode ser utilizada tanto na presença do surfactante 

dodecil sulfato de sódio (SDS) (SDS-PAGE) quanto de ureia (ureia-PAGE). Com a evolução da 

tecnologia, técnicas mais sofisticadas foram desenvolvidas, tais como a eletroforese capilar (EC), que 

permitem redução no tempo de análise e detecções mais precisas no caso de adulterações (EGITO et 

al., 2006). 
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Outras técnicas baseadas na análise de proteínas para a identificação do tipo de leite presente 

nos lácteos, tais como Cromatografia Líquida de Alta Eficiência de Fase Reversa (RP-HPLC) com 

Ionização e Dessorção a Laser Assistida por Matriz – Tempo de Voo (MALDI-TOF) (COZZOLINO 

et al., 2002) podem ser aplicadas, porém são métodos caros e demorados, portanto não são 

comumente utilizados em análises de rotina nas indústrias ou órgãos fiscalizadores.    

RP-HPLC também pode ser utilizada na separação e identificação de peptídeos em queijos, 

permitindo o controle de qualidade destes produtos. O estudo de peptídeos solúveis em água (PSA) 

extraídos das amostras de interesse pode permitir estimar o tipo de leite utilizado na produção de 

derivados lácteos (GONÇALVES et al., 2016).     

Como alguns métodos nem sempre conseguem distinguir o leite de espécies intimamente 

relacionadas, a exemplo de bovinos e bubalinos, pois apresentam características proteicas 

semelhantes (ENNE et al., 2005), o estudo de grupos funcionais presentes nos constituintes de leites, 

queijos e PSA por meio da aplicação de Espectroscopia no Infravermelho Médio com Transformada 

de Fourier (FTIR) associada a quimiometria pode complementar e facilitar a detecção de leite de vaca 

em muçarela de búfala. 

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

Análise de Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) pode ser 

definida como uma técnica que permite obter informações sobre a estrutura molecular e ligações 

químicas de grupos funcionais presentes em constituintes no material em estudo (SKOOG et al., 

2001). 

É uma técnica de fácil execução, rápida, precisa e não destrutiva, oferecendo vantagens em 

relação a outras técnicas convencionais. Além do mais, é capaz de fornecer resultados sem a 

necessidade da utilização de reagentes químicos, evitando prejuízos aos manipuladores e ao meio 

ambiente, associado ao pouco ou nenhum pré-tratamento das amostras de interesse (LOHUMI et al., 

2015).  

A espectroscopia estuda a interação da radiação eletromagnética com a matéria, onde os 

compostos presentes nas amostras absorvem radiação eletromagnética na região do infravermelho, 

induzindo os movimentos vibracionais das moléculas (BURNS e CIURCZAK, 2008). A região do 

infravermelho corresponde à região espectral situada na faixa de números de ondas entre 14290 cm-1 

e -200 cm-1, englobando as regiões de infravermelho próximo, médio e distante. Entre 4000 cm-1 e 

400 cm-1 passa a ser denominado de espectroscopia no infravermelho médio (MIR), uma das mais 

comuns para análises espectrais em alimentos (amostras sólidas, líquidas e gasosas) devido à grande 
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quantidade de modos vibracionais associados a grupos funcionais presentes em elementos orgânicos 

nesta região, tais como proteínas, lipídeos e carboidratos (SKOOG et al., 2001; PINTO, 2011).  

As moléculas que absorvem energia (radiação) na região do MIR são excitadas para atingirem 

um estado de maior energia, apresentando vibrações em uma ou mais regiões do espectro, 

dependendo de fatores como configuração e posição das ligações químicas entre os átomos. No MIR 

duas moléculas de estruturas diferentes podem absorver frequências iguais, mas os espectros serão 

diferentes, já que cada tipo de ligação possui sua própria frequência de vibração, originando uma 

impressão digital característica da amostra em estudo (PAVIA et al., 2010). Esse tipo de espectro é 

capaz de fornecer informações estruturais de moléculas, em que as absorções de cada tipo de ligação, 

por exemplo, N-H, C-H, O-H, C=O, C-C, são encontradas apenas em regiões específicas do 

infravermelho médio. Ou seja, o princípio baseia-se na capacidade de absorção da radiação por grupos 

funcionais específicos, com as bandas/picos do espectro correspondendo às frequências de vibração 

entre os átomos e a altura de cada pico à intensidade da frequência de vibração (KAROUI et al., 

2010). 

Como a eletronegatividade dos átomos presentes em grupos funcionais de compostos químicos 

alimentares aumenta na ordem C < N < O, as forças de ligação também aumentam na mesma ordem 

e, consequentemente, os números de onda dos picos presentes nos espectros devido a presença destes 

átomos (BARBOSA, 2007).  

Para átomos iguais, ligações triplas absorvem em maiores frequências que as duplas e estas 

mais que as simples: C≡C (2150 cm-1); C=C (1650 cm-1); C−C (1200 cm-1). Os mesmos efeitos 

também são observados em casos de ligações C−H formadas por átomos de carbono com 

hibridizações diferentes, ou seja, orbitais com maior caráter s são mais fortes (sp > sp2 > sp3) e, 

portanto, absorvem em maiores regiões de números de onda: ≡C−H (3300 cm-1); =C−H (3080 cm-1); 

−C−H (2950 cm-1) (BARBOSA, 2007). Na Tabela 2 são apresentados alguns tipos de ligações 

químicas e as regiões de vibração dos grupos funcionais em determinadas faixas de números de onda. 

Tabela 2: Números de onda de alguns tipos de ligações químicas.        

Número de onda (cm-1) Tipos de ligação Ligação 

3300 – 2800 
Ligação simples específica 

(hibridização) 
C−H 

2300 – 2100 Ligações triplas C≡C / C≡N 

1800 – 1500 Ligações duplas C=O / C=N / C=C 

1500 – 900 Ligações simples C−C 

FONTE: Adaptado de PAVIA (2010). 
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No caso do leite e derivados, em relação à identificação do grupo funcional associado com a 

composição química da amostra, a esterificação dos ácidos graxos pelo glicerol durante a sintetização 

de triacilglicerois presentes na constituição da gordura origina a formação de uma ligação éster (O-

C=O) localizada aproximadamente entre 2200 cm-1 e 1600 cm-1 e as ligações entre hidrocarbonetos 

(C−H) dos ácidos graxos localizada entre 3300 cm-1 e 2800 cm-1. Bandas de absorção de amidas 

resultantes das ligações peptídicas entre aminoácidos na formação das proteínas estão localizadas 

aproximadamente entre 1750 cm-1 e 1300 cm-1. No caso de carboidratos, em especial a lactose, um 

dissacarídeo originado a partir da ligação glicosídica (O-C-O) entre a glicose e a galactose, a vibração 

deste grupo funcional ocorre aproximadamente entre 1250 cm-1 e 1000 cm-1 (KAROUI et al., 2010; 

CONCEIÇÃO et al., 2019).  

O funcionamento (Figura 1) dos equipamentos que utilizam a Transformada de Fourier é 

baseado no princípio do interferômetro de Michelson (GRIFFITHS e HASETH, 2007).  

Figura 1: Princípio de funcionamento do FTIR.  

 

FONTE: Agilent Technologies (2019).  

Os interferômetros são constituídos de um divisor de feixes, um espelho fixo e um espelho 

móvel. A radiação proveniente da fonte passa por um espelho semi-reflexivo ou divisor de feixes, 

sendo dividido em duas partes, uma parte é refletida por um espelho fixo e a outra é refletida por um 

espelho móvel. As partes da radiação incidente divididas entre os dois espelhos voltam a se 

recombinar, porém houve uma diferença entre os caminhos ópticos percorridos individualmente pelas 

radiações. A radiação emitida, após passar pelos espelhos e se recombinarem, passa por um 

interferômetro antes de incidir na amostra. Em seguida, o feixe resultante entra em contato com a 

amostra, onde ocorrem as absorções, transmissões e/ou reflexões, prosseguindo até o detector. A 

radiação incide no detector, e é gerado um gráfico da intensidade em função do deslocamento do 
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espelho móvel, 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 gráfico que representa a quantidade de radiação detectada (absorbância, transmitância ou 

reflectância) em função da frequência da radiação (número de onda), chamado de espectro 

(BENETTI, 2014).  

A obtenção de espectros pode ocorrer por diversas técnicas a depender do tipo de equipamento 

utilizado. A Reflexão Total Atenuada (ATR) é utilizada por requerer pouco ou nenhum preparo das 

amostras, que podem ser sólidas ou líquidas e são simplesmente colocadas em contato com a 

superfície superior de um cristal de alto índice de refração, geralmente de seleneto de zinco (ZnSe), 

germânio (Ge), diamante ou brometo-iodeto de tálio (KRS-5) (KAROUI et al., 2010).    

A técnica por ATR mede a mudança na intensidade que ocorre em um feixe de radiação 

infravermelha internamente refletido quando entra em contato com o cristal que está em contato com 

a amostra (KAROUI et al., 2010). A técnica consiste na reflexão de um feixe que incide em um ângulo 

crítico, passando de um meio mais denso (um cristal) para um meio menos denso (amostra). Assim, 

uma pequena parcela da radiação incidente penetra poucos micrometros no meio (amostra), podendo 

ser absorvida interagindo com a amostra. Com a absorção, o feixe sofre uma atenuação, sendo 

possível identificar as bandas de absorção da amostra e seus compostos (SKOOG et al., 2001).  

A água é um tipo de composto com absorção acentuada nas regiões do infravermelho médio e, 

com isso, pode interferir na determinação de outros componentes presentes no alimento. Alguns 

alimentos, como é o caso do leite fluido, necessitam de um processo prévio de secagem antes da 

utilização no FTIR-ATR para que a água presente não prejudique as análises, uma vez que os modos 

de vibração da água no espectro sobrepõem às bandas com as reais características das amostras, sendo 

difícil determinar com precisão qual a contribuição de cada componente nas bandas visualizadas 

(BENETTI et al., 2014). 

Nas últimas duas décadas os métodos espectroscópicos têm sido aplicados com o intuito de 

classificar, identificar, quantificar ou avaliar a qualidade de produtos lácteos como alternativa para 

substituir os procedimentos de referência tradicionais. Muitas vezes, a complexidade dos espectros 

com sinais provenientes em uma ampla faixa de números de onda exige a utilização de análises 

estatísticas na identificação, classificação ou quantificação dos compostos de interesse na pesquisa 

(DOMINGO, 2014). Quando combinada com análises multivariadas pode ser uma boa solução para 

detectar a presença de leite bovino em leite de búfala e/ou muçarela de búfala de maneira rápida e 

eficiente. 

Jaiswal et al. (2015) estudaram a detecção de extrato aquoso de soja em leites de vaca e búfala 

consumidos na Índia e China, justificado pelas possibilidades da ocorrência deste tipo de adulteração 



26 

 

ocasionada pelo aumento do consumo de leite pela população. Os autores concluíram que FTIR-ATR 

foi capaz de gerar espectros com picos que apresentaram diferenças de intensidade (valores de 

absorbância) entre os extratos de soja e leites de vaca e búfala, complementada pela aplicação da 

análise de componentes principais (ACP) aos dados espectrais.   

Nicolaou et al. (2010) propuseram a utilização de FTIR associada à técnica multivariada de 

regressão por mínimos quadrados parciais (PLS) para detectar e quantificar a presença de leite de 

vaca em leites de cabra e ovelha das misturas binárias e terciárias dos leites. Os espectros detectaram 

características diferentes entre as amostras avaliadas e, com a aplicação de PLS, foram obtidas 

respostas com bons percentuais de separação para as misturas binárias e terciárias, com níveis de 

erros de 6,5% a 8,0% e 3,4% a 4,9%, respectivamente, demonstrando que o FTIR pode ser utilizado 

como método rápido de detecção e quantificação de adulterações em leites.   

Santos et al. (2013) utilizaram técnicas de espectroscopia no infravermelho próximo (NIR) e 

médio (MIR) associadas a análises estatísticas multivariadas para avaliar as diferenças entre a 

sensibilidade dos equipamentos utilizados e detectar adulterações em leite bovino por adições de 

água, soro, leite sintético, ureia, peróxido de hidrogênio e urina sintética. Os autores concluíram que 

a utilização de FTIR associada a PLS foi capaz de quantificar os níveis de cada adulterante, com bons 

coeficientes de determinação (> 92%) e baixos erros de predição. Os modelos de classificação e 

predição gerados pelo MIR foram superiores aos do NIR, podendo ser alternativa à utilização dos 

métodos tradicionais.  

A aplicação de FTIR pode ser importante na detecção de adulterações em muçarela de búfala, 

pois a autenticidade deste alimento afeta não só os consumidores, mas também a imagem das 

indústrias que comercializam estes produtos adulterados. O consumo de muçarela de búfala em todo 

o mundo vem aumentando consideravelmente, devido a isso, produtores, transportadores e indústrias 

de beneficiamento encontram oportunidades para fraudar leite de búfala com mais frequência. Assim, 

esses problemas podem ser evitados diariamente por meio da utilização de análises rápidas e precisas 

para determinar a autenticidade do leite e/ou muçarela, como é o caso do FTIR associado à 

quimiometria (DOMINGO, 2014). 

2.5. Quimiometria aplicada na detecção de adulterações em alimentos  

A Sociedade Internacional de Quimiometria (ICS) define a quimiometria como sendo a ciência 

relacionada a medidas realizadas em um sistema ou processo químico, obtendo informações sobre o 

estado do sistema através da aplicação de métodos matemáticos ou estatísticos, ou seja, pode ser 

definida como a aplicação de métodos para planejar ou selecionar experimentos de forma otimizada 
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e/ou extrair o máximo de informações a partir dos dados analíticos numéricos (MASSART et al., 

1998). 

Um dos aspectos positivos da quimiometria consiste na análise conjunta de diversas variáveis 

simultaneamente, facilitando o processamento e a interpretação de dados, reduzindo a complexidade 

dos mesmos. Estas vantagens se devem ao aumento da capacidade de processamento dos 

computadores, da instrumentação analítica e da eficiência de adquirir grande quantidade de dados 

rapidamente (BARROS NETO et al., 2006).      

Com o avanço tecnológico e, consequentemente, o desenvolvimento e aprimoramento de 

técnicas analíticas capazes de fornecer informações rápidas, precisas e numerosas do material em 

estudo, especialmente em análises de alimentos, aliado à substituição aos métodos tradicionais de 

análise, a combinação 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 análises 

podem ser realizadas dentro de um curto período de tempo (PASQUINI, 2003).      

Como exemplo disso, Carvalho et al. (2015) utilizaram espectroscopia de infravermelho médio 

(MIR) objetivando detectar e quantificar adulterações em leite em pó pela adição de soro de leite, 

onde foram utilizadas técnicas multivariadas de ACP, análise discriminante (AD) e PLS. Segundo os 

autores, para ACP e AD bons percentuais de separação e classificações corretas entre as diferentes 

amostras estudadas foram alcançados. Já para PLS o coeficiente de correlação e o erro quadrático 

médio de predição no melhor modelo foram 0,9885 e 1,17, respectivamente. A utilização de MIR 

associada à quimiometria pode ser considerada para detecção de adulterações por adição de soro de 

queijo em leite em pó.   

Dentre as ferramentas quimiométricas utilizadas, destacam-se àquelas que podem ser 

classificadas em: planejamento e otimização de experimentos; calibração multivariada; 

reconhecimento de padrões e classificação de dados (FERREIRA et al., 1999). 

2.5.1. Análise de componentes principais (ACP) 

A ACP pode ser agrupada como uma ferramenta quimiométrica exploratória para classificação 

e redução da dimensionalidade de dados, objetivando desenvolver modelos gráficos 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 diferenças das características avaliadas, sendo considerado um 

método qualitativo (MINGOTI, 2007).    

Consiste em transformar grandes matrizes de dados (variáveis de tratamentos em diferentes 

repetições) em matrizes menores (matrizes de variância e covariância ou correlação) reduzindo a 
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complexidade, gerando respostas qualitativas capazes de diferenciar amostras de interesse. Gráficos 

que mostram a relação entre amostras e variáveis do sistema em estudo são gerados para facilitar na 

interpretação dos resultados (RIBEIRO, 2007). 

ACP não requer nenhum tipo de suposição inicial sobre os dados, portanto é considerada um 

método de treinamento não-supervisionado, sendo realizada no máximo a padronização inicial das 

medidas de cada variável para média igual a 0 e desvio padrão igual a 1 quando se faz a utilização de 

matrizes de covariâncias, o que é equivalente a extrair componentes principais (CP’s) utilizando 

matrizes de correlação das variáveis originais (OGILVIE et al., 2008).     

Após a transformação das matrizes originais de dados (padronizadas ou não) um novo conjunto 

de variáveis é gerado a partir da combinação linear das variáveis originais. Essas combinações 

lineares agrupam as variáveis que estão altamente correlacionadas em novas variáveis chamadas de 

CP’s que são não correlacionadas entre si, onde os primeiros CP’s geralmente expressam as maiores 

variâncias, sendo possível visualizar a separação de grupos de amostras em gráficos de escores de 

CP’s (MINGOTI, 2007).     

2.5.2. Análise discriminante (AD) 

A AD é utilizada para discriminação de amostras em dois ou mais grupos de acordo com 

diversas características avaliadas por metodologias de interesse, diferindo-se da ACP em relação à 

suposição inicial que deve ser estabelecida, pois esta técnica requer predefinições dos grupos (a priori) 

em que serão classificadas as amostras, portanto é considerada uma técnica supervisionada 

(JOHNSON e WICHERN, 1999). 

Consiste em estabelecer relações entre uma variável dependente e variáveis independentes com 

o objetivo de diferenciar as amostras estudadas em grupos distintos, ou seja, os tratamentos avaliados 

são inseridos nos grupos em que possuem maiores probabilidades de classificação, além da 

classificação de novos casos aos grupos preestabelecidos anteriormente. Esta classificação é realizada 

por meio de uma função matemática chamada de regra de classificação ou discriminação (HAIR JR 

et al., 2010).  

De maneira geral, sabe-se que certas amostras são pertencentes a uma determinada população, 

enquanto outro grupo de amostras pertencem a outra população distinta. Na 1ª fase da análise, 

denominada de fase de treinamento, após a avaliação das características de interesse, o perfil de cada 

grupo preestabelecido anteriormente é definido, onde são identificadas as características individuais 

de cada grupo, evidenciando as similaridades e diferenças entre eles. Desse modo, novas amostras de 

origem desconhecida e avaliadas podem ser classificadas em algum dos grupos existentes de acordo 



29 

 

com as semelhanças encontradas, esta etapa consiste na 2ª fase da análise denominada de classificação 

ou alocação (CHEN et al., 2011; FERREIRA, 2011).  

Combinações lineares (funções discriminantes ou equações de regressão lineares – Equação 1) 

formadas a partir das variáveis originais são desenvolvidas para separar as amostras em estudo de 

populações distintas. Os coeficientes da equação indicam quais variáveis originais mais influenciam 

ou contribuem para a formação dos grupos (MINGOTI, 2007). 

𝑌 =  𝑣1𝑋1 + 𝑣2𝑋2 + ⋯ + 𝑣𝑛𝑋𝑛 + 𝑎                                       Equação 1 

Onde: Y é a função discriminante; 𝑣 é o coeficiente discriminante ou o peso de cada variável; 

𝑋 é o escore das variáveis estudadas; 𝑎 é uma constante; 𝑛 é o número de variáveis. 

Após a definição da função discriminante na etapa de treinamento procede-se com a 

classificação das amostras em seus respectivos grupos (fase de classificação), onde estabelece-se um 

valor crítico, de forma que novas amostras avaliadas com valores abaixo deste índice pertencem ao 

mesmo grupo e amostras que apresentarem valores superiores pertencem a outro grupo distinto. Para 

este caso, a função discriminante é denominada de função discriminante linear de Fischer, que 

caracteriza-se por produzir separação máxima entre duas populações. Para o caso de mais de duas 

populações recebe o nome de função discriminante de Anderson, onde as diferentes populações 

apresentam diferentes características que proporcionam distribuições em grupos específicos 

(BARROS NETO et al., 2006; CHEN et al., 2011).        

2.5.3. Regressão linear múltipla (RLM) 

A RLM tem o objetivo de obter modelos matemáticos que descrevam o comportamento de 

variáveis respostas (variáveis dependentes) com base nos valores obtidos de uma ou mais variáveis 

explicativas (variáveis independentes), assumindo que há uma relação linear entre a variável resposta 

e as variáveis explicativas (BARRETO et al., 2016). 

Esta técnica também seleciona amostras e/ou variáveis significativas para a construção 

adequada de modelos matemáticos, principalmente em dados onde o número de preditores é elevado, 

obtendo-se um conjunto de dados sem outliers (aqueles que não estão associados de maneira esperada 

à resposta) para posteriormente serem divididos em um conjunto de dados de treinamento para a 

construção do modelo que melhor represente e contribua para a explicação do objetivo da pesquisa, 

e outro conjunto de dados de validação para verificar a capacidade de generalização do modelo (HAIR 

JR at al., 2010).  
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Uma série de aspectos deve ser avaliada para a utilização da RLM, destacando-se: a correta 

separação das medidas em estudo entre variáveis dependentes e independentes de acordo com o 

objetivo proposto na pesquisa; a verificação da existência de multicolinearidade, pois para RLM a 

multicolinearidade entre os parâmetros do modelo deve ser baixa, existindo pouca correlação entre 

as variáveis; boa significância do modelo proposto, verificada pelo coeficiente de determinação (R2); 

alta correlação; construção do modelo de acordo com a significância dos parâmetros; minimização 

dos resíduos (erros), diminuindo as diferenças entre os valores observados e os preditos pelo modelo; 

entre outros (LOPES et al., 2017).  

2.5.4. Regressão por mínimos quadrados parciais (PLS) 

PLS é uma técnica de calibração multivariada para análise de dados em que relaciona-se uma 

ou mais variáveis respostas com diversas variáveis independentes, baseada no uso de fatores, 

variáveis latentes ou componentes (novas variáveis originadas a partir de combinações lineares das 

variáveis originais), identificados e escolhidos com base naqueles que melhor modelam as variáveis 

dependentes, ou seja, de acordo com os resultados de validação cruzada, processo pelo qual o erro 

mínimo de previsão é calculado, através da comparação entre valores previstos e valores de referência 

(NAES et al., 2002).  

As principais vantagens da utilização de PLS consistem na eficiência em trabalhar com 

conjunto de dados onde existem variáveis altamente correlacionadas, que apresentem ruído 

considerável e quando existem mais preditores do que observações (BERETON, 2007).  

É aplicada em diversas áreas, destacando-se a química, farmacêutica e alimentícia, por meio da 

relação entre medidas espectrais (NIR e/ou MIR) que incluem muitas variáveis correlacionadas entre 

si (full spectrum), objetivando desenvolver modelos preditivos, por isso não é muito indicada para 

filtrar variáveis que não sejam úteis para explicar a resposta. No entanto, em alguns casos, pode ser 

feita a seleção de regiões espectrais que melhor expliquem o comportamento do fenômeno em estudo 

e, consequentemente, a quantificação de algum composto de interesse (FERRÃO, 2000).        

2.5.5. Redes neurais artificiais (RNA) 

RNA consistem em técnicas computacionais capazes de realizar estudos de múltiplas variáveis 

dependentes e independentes simultaneamente, sem a necessidade de informações prévias sobre as 

relações entre elas, utilizando modelos matemáticos e estatísticos para classificação de amostras e 

padrões, agrupamento de dados, simulação de atividades, dentre outras. Possuem a capacidade de 

capturar as relações funcionais existentes entre as variáveis de estudo, mesmo sem a descrição prévia 

das mesmas. São capazes de acumular os conhecimentos adquiridos a partir de dados reais 
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(capacidade de aprendizado) e disponibilizá-los para futuras aplicações (habilidade de generalização) 

(ZHOU e THERDTHAI, 2010). 

As redes são compostas por um conjunto de neurônios artificiais interconectados entre si 

formando camadas simples (somente de entrada e saída) ou múltiplas (de entrada, intermediárias e de 

saída), em que o número de neurônios das camadas depende da complexidade do estudo, sendo 

possível obter mais de uma camada intermediária organizada de diversas maneiras (SILVA et al., 

2010).     

Os sinais são apresentados aos neurônios da camada de entrada (geralmente dados padronizados 

obtidos a partir das medidas analíticas), onde cada sinal é multiplicado por um número (pesos 

sinápticos que determinam a influência dos dados, ponderando cada variável de entrada), sendo 

transferidos por conexões matemáticas para as camadas intermediárias, como uma forma de processar 

as informações recebidas e distribuir às diferentes unidades que compõem a rede até a obtenção das 

respostas (valores de saída) (KHOURY JR, 2004). 

A rede é composta de função de soma, limiar de ativação, potencial de ativação, função de 

ativação e saída. A função de soma recebe os sinais de entrada e realiza a soma dos produtos desses 

sinais com os pesos sinápticos, formando combinações lineares que agregam todos os sinais de 

entrada. O limiar de ativação é uma constante responsável por permitir ou não a passagem das 

informações anteriores (somas ponderadas) para a função de ativação. A diferença entre o valor 

produzido pela função de soma e o limiar de ativação é o potencial de ativação. Enquanto a função 

de ativação é a encarregada em controlar as saídas dos neurônios em um intervalo de valores 

confiáveis (LOPES et al., 2017).  

Após a rede ter aprendido a relação funcional entre os dados de entrada e saída na etapa de 

treinamento, por meio de um nível satisfatório de erro, esta é capaz de generalizar soluções, etapa 

denominada de classificação, produzindo saídas próximas das esperadas a partir de quaisquer sinais 

(dados de entrada) apresentados a ela. A rede deverá ser utilizada no modo progressivo feed-forward, 

onde novas entradas são apresentadas à camada de entrada, são processadas nas camadas 

intermediárias e os resultados são apresentados na camada de saída, como no treinamento, mas sem 

a retropropagação do erro (SILVA et al., 2010). 

Os principais algoritmos de aprendizado utilizados pelas RNA multicamadas supervisionadas 

são o Backpropagation (retropropagação do erro) e o Resilient Propagation. É no aprendizado onde 

os pesos sinápticos são modificados visando minimizar os erros, ou seja, a rede calcula valores de 

saída a partir dos dados de entrada, e compara esses valores calculados com os de saída originais que 

foram fornecidos inicialmente, tentando ajustar os pesos para minimizar ao máximo possível os erros. 

No algoritmo Backpropagation, depois das etapas descritas anteriormente, quando os dados de saída 
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calculados não forem semelhantes aos dados esperados, o erro é calculado e propagado da camada de 

saída até a camada de entrada, com isso os pesos vão sendo modificados conforme o erro é 

retropropagado (BRAGA et al., 2007). 

As principais redes utilizadas são as do tipo Perceptron de Múltiplas Camadas, principalmente 

quando os problemas envolvem altos graus de não-linearidade. Neste tipo de rede são fornecidos os 

dados de entrada, que posteriormente são multiplicados pelos seus respectivos pesos, obtendo-se uma 

combinação linear entre as somas ponderadas. Comparando-se com o limiar de ativação (que é a taxa 

de aprendizado) é gerada uma resposta (LOPES et al., 2017). 

As RNA têm sido utilizadas para classificar amostras de leite de acordo com a composição 

(NAZÁRIO et al., 2009) e para detecção de soro de queijo em leite (VALENTE et al., 2014; ROCHA 

et al., 2015). Em queijos, vem sendo utilizada para verificar o tempo de maturação (VÁSQUEZ et 

al., 2018) e o tipo de leite utilizado na produção (BARAJAS et al., 2013).   
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1. OBJETIVOS 

1.1. Objetivo Geral 

Utilizar FTIR e medidas analíticas associadas à quimiometria para detectar a presença de leite 

de vaca em leite e muçarela de búfala.  

1.2. Objetivos Específicos 

- Caracterizar o leite bubalino e bovino e suas respectivas misturas para as formulações dos 

queijos, por meio da composição química e propriedades físico-químicas (gordura, proteínas, lactose, 

sólidos totais (ST), sólidos desengordurados (SD), ureia, índice crioscópico, acidez e pH); 

- Determinar a composição química e as propriedades físico-químicas (umidade, resíduo 

mineral fixo, gordura no extrato seco (GES), proteínas, extrato seco total (EST), extrato seco 

desengordurado (ESD), pH, acidez titulável e medidas de cor instrumental) dos queijos muçarela 

produzidos; 

- Determinar a presença de leite de vaca a partir dos espectros no infravermelho médio das 

amostras de leite (DairySpecFT), queijo (ATR-FTIR) e peptídeos solúveis em água (PSA) (ATR-

FTIR) extraídos dos queijos produzidos; 

- Determinar a presença de leite de vaca nos leites e queijos muçarela produzidos por meio das 

medidas analíticas associadas com a quimiometria; 

- Verificar a presença de leite de vaca em amostras comerciais de queijos muçarela de búfala 

por meio das medidas analíticas associadas com a quimiometria. 
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Resumo Gráfico 
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Resumo 

Foram utilizadas espectroscopia no infravermelho médio (FTIR), composição química e 

características físico-químicas associadas à quimiometria para detecção rápida e quantificação de leite 

de vaca em leite de búfala. Um total de 165 amostras divididas em leite de búfala, leite bovino em 

bubalino (10% a 90%) e leite de vaca foram avaliadas, obtendo-se resultados de gordura, proteína, 

lactose, sólidos totais e desengordurados, ureia, pH, acidez, índice crioscópico e absorbâncias de 

bandas nos espectros, associados à análise de componentes principais (ACP), regressão linear 

múltipla (RLM) e regressão por mínimos quadrados parciais (PLS). Os tratamentos foram separados 

em grupos por ACP, permitindo a classificação das amostras. Modelos de RLM e PLS para predição 

do teor de leite de vaca apresentaram coeficientes de determinação maiores que 94,57% e raizes do 

erro quadrático médio de validação menores que 4,73%. FTIR e resultados de composição química e 

características físico-químicas quando associados à quimiometria são eficientes na verificação de 

autenticidade do leite de búfala.          

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

 

 

 

 

 

 

 

 



46 

 

Introdução 

A sazonalidade reprodutiva da espécie bubalina associada ao preço elevado do leite de búfala 

quando comparado ao leite de vaca são os principais fatores responsáveis em alavancar possibilidades 

de adulterações por adição parcial de leite da espécie bovina em bubalina1. Nesse sentido, a garantia 

da autenticidade do leite de búfala, a fim de minimizar a ocorrência desta fraude econômica, é uma 

preocupação para agências reguladoras laboratórios de pesquisa e indústrias, em que pesquisadores 

2-10 demonstraram a importância do desenvolvimento e/ou adaptação de métodos analíticos para 

detecções e quantificações do tipo de leite presente nas amostras avaliadas.    

A verificação da autenticidade do leite de búfala geralmente baseia-se na identificação de 

marcadores únicos ou grupos de marcadores, a exemplo de proteínas e suas frações, peptídeos e 

aminoácidos por meio de técnicas eletroforéticas, cromatográficas e imunológicas, 11-12,8 que apesar 

de possuírem boa sensibilidade e gerar resultados precisos e confiáveis, apresentam custo elevado de 

operação, necessitam de especialistas treinados na condução das atividades laboratoriais e da 

utilização de reagentes químicos prejudiciais aos manipuladores e ao meio ambiente, além de tempos 

prolongados na geração dos resultados, dificultando a implantação de programas de monitoramento 

nas indústrias. 13     

Desta forma, torna-se necessária a adaptação de técnicas, por meio de métodos de controle 

adequados, para serem utilizadas em associação às metodologias tradicionais/oficiais na identificação 

do tipo de leite utilizado pelas indústrias. A espectroscopia no infravermelho médio (FTIR), a partir 

de dados analíticos numéricos dos constituintes e seus grupos funcionais nos espectros, pode ser uma 

alternativa viável. 6          

O FTIR destaca-se por ser uma técnica rápida, de fácil execução, 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 vibração dos grupos funcionais que fazem parte da estrutura de seus constituintes 

químicos, são gerados espectros característicos. Os dados de absorbância das bandas nos espectros e 
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dos teores dos constituintes do leite, quando associados com análises estatísticas multivariadas, 

possibilitam a obtenção de respostas precisas na detecção de adulterações. 14-15 A quimiometria 

garante o desenvolvimento de modelos matemáticos capazes de predizer com resultados confiáveis 

os níveis de adulterações no material em estudo. 16 

Em trabalhos recentes, estudos com FTIR para verificação da autenticidade de leite de búfala 

foram realizados com a secagem do leite, onde não foi possível obter um modelo capaz de predizer a 

concentração de leite de vaca em leite de búfala, servindo somente como uma técnica de triagem. 10 

Para leite fluido não foram observados, até o momento, a aplicação de FTIR para quantificar a 

presença de leite de vaca em amostras de leite de búfala.   

Uma alternativa relativamente simples e que ainda não foi realizada com objetivo de verificação 

da autenticidade do leite de búfala é a associação das características físico-químicas e composições 

químicas, que diferenciam quantitativamente o leite de búfala do leite de vaca, com a análise 

multivariada, permitindo a aplicação destes dados obtidos rotineiramente por laboratórios de 

indústrias de laticínios que processam este tipo de leite aos modelos estatísticos gerados. 

Nesse sentido, objetivou-se a utilização do FTIR e composição química associadas a métodos 

estatísticos multivariados para detecção rápida e quantificação de leite de vaca em leite de búfala. 

Experimental 

Obtenção das amostras e elaboração das formulações 

Os leites de búfala e vaca foram coletados no período matutino entre os meses de maio a agosto 

de 2017. O leite bovino foi obtido por ordenha mecânica de vacas mestiças (Holandês x Zebu) 

alimentadas a pasto (Brachiaria decumbens), enquanto o leite bubalino foi adquirido a partir de 

ordenha manual de fêmeas bubalinas mestiças (Jafarabadi x Murrah) alimentadas a pasto (Brachiaria 

decumbens), ambos em condições higiênico-sanitárias adequadas. Após as coletas, as amostras foram 

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

70%, 80% e 90%), além de formulações produzidas exclusivamente com leite de búfala e vaca.  

Composição química, características físico-químicas e obtenção dos espectros na região do 

infravermelho médio (FTIR) 

Uma alíquota de 40 mL de cada formulação de leite foi aquecida em banho-maria a 40ºC + 2ºC 

e analisadas a partir de espectros na região do infravermelho médio (FTIR) (DairySpec FT, Bentley 

Instruments, Inc., Chaska, Minnesota, USA) em faixa de 1000 cm-1 a 3000 cm-1, sendo obtidos os 

teores de gordura, proteína, lactose, sólidos totais (ST), sólidos desengordurados (SD), ureia e índice 

crioscópico, além de análises de acidez titulável e pH de acordo com o método de referência 91. 17  

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 às variáveis), construídas para 

as medidas de composição química e características físico-químicas (matriz A1), dados de 

absorbância das bandas dos espectros de FTIR (matriz A2) e absorbância dos espectros completos de 

FTIR (matriz A3). Foi utilizado o software Statistical Analysis System Student (SAS Institute Inc., 

Cary, NC, USA) para retirada de outliers das matrizes pela distância de Cook, no qual amostras que 

apresentaram distância > 2 foram descartadas individualmente para cada matriz, e para condução das 

análises estatísticas multivariadas. 

Quimiometria 

Análise de componentes principais (ACP) 

Foi realizada ACP a partir da transformação das matrizes de dados originais (matrizes A1 e A2) 

em matrizes de covariâncias (S), que expressam as variâncias individuais e combinações lineares 

(covariâncias) entre duas variáveis. Foram obtidos os autovalores (λ1 > λ2 > ... > λp) e seus respectivos 

autovetores normalizados que foram utilizados para a construção dos Componentes Principais (CP’s). 

Para a escolha do número de CP’s foi considerado o critério de fatores interpretáveis e o diagrama de 
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autovalores, ou seja, foram selecionados CP’s que possuíram as maiores proporções de variância dos 

atributos originais (acima de 70% de variância) em conjunto com CP’s relacionados com autovalores 

que provocaram alterações expressivas na variância.  

Regressão linear múltipla (RLM) 

Os dados originais da matriz A1 foram padronizados (média = 0 e desvio padrão = 1) (Equação 

1), eliminando diferenças existentes entre as unidades de medida das variáveis.  

𝑍 =  
𝑥− 𝜇

𝜎
                                                               Equação 1 

Onde: Z = variável padronizada; x = variável original; μ = média; σ = desvio padrão. 

Foi realizada análise de multicolinearidade entre as variáveis, de modo que baixos valores de 

multicolinearidade encontrados não influenciam na estimativa de valores de β das equações de 

regressão, minimizando os erros. 18   

Os dados foram aleatorizados e separados em dois conjuntos (70% para treinamento e 30% para 

validação) pelo algoritmo de Kennard-Stone. 19 Foram testadas três formas para seleção do modelo: 

Backward, Forward e Stepwise, 20 sendo escolhido o modelo que apresentou o maior coeficiente de 

determinação (R2) e menor raiz do erro quadrático médio de treinamento (RMSET) e validação 

(RMSEV) (Equação 2), além da avaliação do número de parâmetros. 

𝑅𝑀𝑆𝐸 = √
1

𝑛
∑ (𝑥𝑑 − 𝑥𝑝)𝑛

𝑖=1
2                                     Equação 2 

Onde: 𝑛 = número de observações; 𝑥𝑑 e 𝑥𝑝 são valores experimentais e previstos, 

respectivamente, em relação aos tratamentos avaliados.    

Regressão por mínimos quadrados parciais (PLS) 

Os dados da matriz A3 foram aleatorizados e divididos em treinamento (70%) e validação (30%) 

da mesma maneira como descrito em RLM. Os espectros das amostras foram avaliados por PLS a 
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partir da cross validation para determinar o número mínimo de fatores e o respectivo R2, no qual o 

conjunto de dados é dividido em grupos, onde o modelo é ajustado a todos os grupos, gerando 

resíduos em cada etapa deste processo, visualizados a partir da raiz do erro quadrático médio da 

validação cruzada (RMSECV). O modelo foi utilizado para predizer as concentrações de leite de vaca 

em leite de búfala nos dados de validação dos espectros. Os valores de R2, RMSECV, RMSET, 

RMSEV e coeficiente de correlação foram obtidos para explicar a capacidade de predição do modelo. 

Resultados e Discussão 

Composição química e características físico-químicas  

Os resultados de composição química e características físico-químicas das amostras de leite 

avaliadas apresentaram variações em relação aos tratamentos estudados (Tabela 1). 

Tabela 1: Valores mínimos e máximos, médias, desvio padrão e equações de regressão das variáveis 

utilizadas para construção da matriz A1 (amostras de leite bubalino, adulteradas e bovino).  

Variáveis 

Mínimos – 

Máximos 

Médias + 

desvio padrão 

Equações de regressão R2***** 

Gordura (%) 3,95 – 8,84 5,28 + 0,59 Ŷ=Y=5,28 ****** 

Proteína (%) 2,82 – 4,27 3,53 + 0,27 Ŷ=Y=3,53 ****** 

Lactose (%) 3,89 – 5,37 4,75 + 0,32 Ŷ= -0,09248x+5,30627 0,84 

ST (%)* 12,47 – 16,90 14,48 + 1,01 Ŷ= -0,3055x+16,30974 0,92 

SD (%)** 7,91 – 10,36 9,20 + 0,55 Ŷ= -0,16526x+10,1915 0,91 

Ureia (%) 10,70 – 35,10 21,75 + 6,44 Ŷ= 0,04525𝑥2-2,49756x+34,65387 0,93 

Índice Crioscópico (ºH)*** -0,630 - -0,580 -0,610 + 0,0069 Ŷ=Y= -0,61 ****** 

pH 6,56 – 6,80 6,69 + 0,05 Ŷ=Y= 6,69 ****** 

Acidez**** 10,00 – 20,00 14,05 + 1,53 Ŷ=Y= 14,05 ****** 

*ST corresponde aos Sólidos Totais. **SD corresponde aos Sólidos Desengordurados. ***Índice Crioscópico expresso 

em ºHortvet (ºH). ****Acidez expressa em ºDornic (ºD). *****R2 corresponde ao coeficiente de determinação. Ŷ = 

variável resposta. x = valores obtidos nas medidas analíticas para geração da variável resposta. Y = valor médio da 
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respectiva medida analítica. ****** Não foi possível ajustar equações de regressão de modelo linear ou quadrático (p > 

0,05). 

O leite é constituído majoritariamente por água, onde encontram-se dissolvidos ou dispersos 

componentes sólidos, configurando os sólidos totais (ST) formados por proteínas, lipídeos, 

carboidratos, vitaminas e minerais. Dos sólidos totais é subtraído o teor de lipídeos, obtendo-se os 

sólidos desengordurados (SD). 21 Em virtude de características peculiares da espécie bubalina, 

associadas a fatores não genéticos como estágio de lactação, estratégias de alimentação e saúde do 

úbere, entre outros, o leite de búfala geralmente apresenta teores de gordura, lactose, proteínas, ST, 

SD, vitaminas e minerais superiores ao leite bovino, em contrapartida teor de água inferior, refletindo 

em menores valores de índice crioscópico, além de maiores resultados de acidez por conta da 

quantificação de proteínas com características de ácidos, 22-23 facilitando a diferenciação entre os 

tratamentos do presente estudo.  

Espectros na região do infravermelho médio (FTIR) das amostras de leite 

A partir das identificações dos grupos funcionais de cada banda nos espectros, em associação 

aos constituíntes (lipídeos, proteínas ou carboidratos) do leite, foram geradas imagens com a 

sobreposição dos espectros bubalinos e bovinos (Figura 1).   

Foram identificados 13 bandas (2 bandas nas regiões de 2977 - 2814 cm-1 referente às vibrações 

de C – H de lipídeos, 2 bandas em 1788 - 1605 cm-1 relacionados a C = O de lipídeos, 3 bandas em 

1574 - 1214 cm-1 originados devido a H-N-C=O de proteínas, 2 bandas em 1417 - 1285 cm-1 de 

vibrações de C = O / C – H / C = C de lipídeos, 1 banda em 1173 - 1148 cm-1 referente aos grupos C 

– H / C – C de lipídeos, 1 banda em 1127 - 1097 cm-1 de C – C / C – O – C  representando carboidratos, 

1 banda em 1102 - 1057 cm-1 da vibração C – H / C – C para lipídeos e 1 banda em 1061 - 1026 cm-

1 das vibrações C – C / C – O – C referentes aos carboidratos) a partir de dados disponíveis na literatura 

10, 14-15, 24-25. 
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Figura 1: Espectros de FTIR das amostras de leite de búfala e vaca. 

 

Os espectros do leite das duas espécies não apresentaram bandas distintas, mas foram 

observadas diferenças em relação à intensidade de absorção. As amostras de leite de vaca 

apresentaram bandas com intensidade inferior às amostras de leite de búfala. Isso se deu em virtude 

dos maiores percentuais de água nas amostras de leite bovino e, consequentemente, menores teores 

de lipídeos, proteínas e carboidratos, sendo refletidos nos picos dos espectros, pois à intensidade dos 

modos vibracionais dos grupos funcionais com a radiação emitida na amostra é relacionada aos teores 

dos constituintes presentes. 23 Quanto maior a concentração dos constituintes maior é a intensidade 

dos modos vibracionais. 

Os espectros dos tratamentos bubalino e bovino, foram sobrepostos aos 9 níveis de adulteração 

(10% a 90%) (Figura 2). 
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Figura 2: Espectros de FTIR nas regiões entre 3000 cm-1 e 2800 cm-1 e entre 1800 cm-1 e 1000 cm-1. 

 

Os espectros com os menores níveis de adulteração apresentaram comportamento semelhante 

ao bubalino e, à medida que leite de vaca foi adicionado ao leite de búfala, os tratamentos passaram 

a ter características semelhantes ao leite bovino. Os picos são ocasionados devido a vibração de 

grupos funcionais presentes principalmente na estrutura da gordura, proteínas e lactose do leite, de 

forma que quaisquer mudanças nos teores destes componentes, observadas em virtude de 

características peculiares nos leites das diferentes espécies, provocaram variações nos 

comportamentos das bandas dos espectros.    

Quimiometria 

Análise de componentes principais (ACP) 

A classificação dos tratamentos bubalino e bovino por ACP (Figura 3) evidenciou diferenças 

entre as amostras das duas espécies, além das relações existentes entre as formulações de leite 

avaliadas e as medidas analíticas. Pelo critério de fatores interpretáveis, associado ao diagrama de 
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autovalores, foram selecionados 2 CP’s que apresentaram as maiores proporções de variância dos 

atributos originais.     

Figura 3: Gráficos bidimensionais de dispersão das amostras de búfala e vaca: (a) composição 

química e características físico-químicas (matriz A1); (b) absorbância das bandas dos espectros 

(matriz A2). 

 

(a) 

 

 

 

 

(b) 

 

Para a matriz A1, o componente principal 1 (CP1) explicou 95,51% e o componente principal 

2 (CP2) 3,62% da variância total dos dados, sendo suficientes para discriminar os tratamentos quanto 

à composição química e características físico-químicas estudadas. As informações mais relevantes 

dos dados estão contidas no CP1, que comportou-se como uma combinação entre gordura, proteína, 

lactose, ST, SD, ureia e acidez (medidas positivas) contra o índice crioscópico e pH (negativas). Dessa 

forma, amostras de leite de búfala possuíram resultados superiores das medidas correlacionadas 

positivamente quando comparadas com amostras de leite de vaca, por isso a separação espacial em 

dois grupos distintos por ACP. 
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Para a matriz A2, o CP1 explicou 87,72% da variância total dos dados, enquanto o CP2 6,54%, 

com isso as amostras também separaram-se em relação ao CP1. Todas as variáveis (13 bandas) foram 

correlacionadas significativamente com o CP1. A medida que leite de vaca foi adicionado ao leite de 

búfala os valores de absorbância das bandas diminuíram, ocasionando mudanças de localização de 

amostras com maiores percentuais de leite bovino para regiões negativas do CP1, pois com a 

diminuição dos teores dos constituintes do leite de vaca quando comparado ao de búfala, ocorreram 

menores intensidades de vibração dos grupos funcionais presentes nos constituintes das amostras. 

Desta forma, amostras de leite de búfala apresentaram características distintas do leite de vaca, em 

que as 8 bandas relacionadas à gordura influenciaram na diferenciação entre os tratamentos, assim 

como as 3 bandas relacionadas à proteína e as 2 bandas relacionadas à lactose. 

Os CP’s, tanto em relação à composição (Figura 4) quanto aos dados de absorbância (Figura 

5), foram capazes de explicar a maior parte da variância total dos dados originais, com os maiores 

percentuais de explicação sendo atribuídos ao CP1 (correlação positiva significativa entre os teores 

de gordura, proteína, lactose, ST, SD, ureia e acidez para a matriz A1 e para todos os 13 picos de 

absorção da matriz A2). À medida que os índices de adulteração foram aumentando no leite de búfala 

as amostras foram movimentando-se em direção a escala negativa do CP1, ou seja, diminuindo os 

valores dos constituintes (com exceção de pH e índice crioscópico) e, consequentemente, da 

absorbância das 13 bandas dos espectros, possibilitando a separação/classificação em grupos 

distintos. Por ACP (Figuras 4 e 5), pode-se afirmar que a partir de 20% de adulteração é possível 

observar a separação de amostras de leite de búfala 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 relação à composição química e características físico-químicas. 
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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 relação aos picos dos espectros (FTIR). 
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Regressão linear múltipla (RLM) 

 O modelo de RLM foi escolhido pela técnica Backward (Figura 6a). A multicolinearidade entre 

as variáveis foi baixa (< 100), ou seja, no geral não existiu alto grau de correlação entre as variáveis 

independentes, assim os parâmetros foram estimados com precisão. O modelo foi capaz de predizer 

a quantidade de leite bovino em leite de búfala (Figura 6b) a partir dos dados de composição química 

e características físico-químicas (matriz A1), pois não foram gerados altos erros nas comparações 

entre os valores preditos pelos modelos e os valores experimentais.  

Figura 6: (a) Coeficientes de β da equação de regressão; (b) correlação entre valores reais e preditos. 

(a) 

 

(b) 

 

Das variáveis de composição e características físico-químicas apenas índice crioscópico, 

proteína e ST não foram significativos, ou seja, não são relevantes para a quantificação do teor de 

leite de vaca em leite de búfala. O modelo apresentou R2 = 0,9776, RMSET = 4,73% e RMSEV = 

4,04%, correlação = 0,9963, além de baixa multicolinearidade. Isso demonstra que variáveis que são 

comumente obtidas no cotidiano ou fazem parte da rotina de laboratórios de controle de qualidade de 

leite podem ser utilizadas a fim de verificar a autenticidade do leite de búfala. A medida que elevou-
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se os percentuais de leite bovino no bubalino ocorreu a diluição dos componentes do leite de búfala, 

permitindo a quantificação do leite de vaca nas formulações, facilitando a verificação da autenticidade 

de leite bubalino pelas indústrias de laticínios que utilizam este leite como matéria prima.   

Regressão por mínimos quadrados parciais (PLS) 

Os dados espectrais (matriz A3) foram utilizados para predizer os teores de leite de vaca em 

leite de búfala por PLS, técnica estatística que permite o ajuste de variáveis altamente 

correlacionadas, fato comum em dados de FTIR. Os níveis de adulteração estudados foram 

quantificados devido à diminuição nas intensidades dos picos dos espectros de FTIR à medida em 

que foi adicionado leite de vaca nas formulações (Figura 2).       

O R2 do modelo de treinamento foi de 0,9879 sendo necessário 7 variáveis latentes a fim de 

fatores explicar com maior precisão a variância dos dados. A correlação entre os valores preditos pelo 

modelo e os valores experimentais para os dados de validação foi de 0,9988 (Figura 7), com RMSET 

e RMSEV de 3,48%. 

Figura 7: Correlação entre valores reais e preditos gerados pelo modelo de PLS. 
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Alguns estudos utilizaram métodos rápidos associados à estatística multivariada para 

verificação da autenticidade de leite de búfala. Silva et al., 10 em estudo com amostras de leite 

liofilizadas e ATR-FTIR associado a ACP e RNA, encontraram diferenças entre os leites das espécies 

somente a partir de 40% de adulterações, não sendo possível a predição dos teores de leite de vaca 

em leite de búfala, somente a classificação. Em contrapartida, Velioglu et al., 13 ao pesquisarem sobre 

a autenticidade do leite bubalino por espectroscopia de fluorescência associada a ACP e PLS 

encontraram modelos com R2 de 0,98 e RMSET e RMSEV de 2% e 4%, respectivamente, resultados 

semelhantes aos encontrados nesta pesquisa.    

Com relação a eficácia dos modelos testados verificou-se que os dois modelos (RLM e PLS) 

apresentaram resultados compatíveis. A modelagem por PLS para os dados espectrais e RLM a partir 

dos resultados de composição química e características físico-químicas, por apresentarem bons 

índices de RMSE, R2 e correlação, mostraram-se eficientes para verificação da autenticidade de leite 

de búfala, com capacidade de quantificação quando houver a presença de leite de vaca nas amostras 

avaliadas. O FTIR além de ser uma técnica confiável, rápida e precisa, possibilitando a utilização em 

pesquisa de indústrias de laticínios e laboratórios de vigilância, pode ser aplicado diretamente ao leite 

sem a necessidade de preparação de amostras e utilização de reagentes prejudiciais aos manipuladores 

e ao meio ambiente. Já os dados de composição química e características físico-químicas podem ser 

utilizados por laboratórios de pesquisa que analisam rotineiramente leite de vaca e búfala.     

Comparado ao leite de vaca, o leite de búfala apresenta maiores teores de constituintes, sendo 

comercializado por preços elevados. Associado a isso, têm-se a questão da diminuição da 

disponibilidade do leite bubalino em determinadas épocas do ano, geralmente nos meses com estações 

de primavera-verão. O uso de dados de composição química, características físico-químicas e FTIR 

associados à quimiometria podem ser capazes de revelar adulterações em leite de búfala, que 

geralmente ocorrem em quantidades superiores a 10% de adulteração, pois níveis mais baixos não 

trazem ganhos financeiros significativos. Os resultados desta pesquisa mostraram-se capazes de 

quantificar os teores de leite de vaca presentes em leite de búfala, oferencendo estratégias alternativas 
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que podem proporcionar maior poder de fiscalização por parte das indústrias de laticínios que 

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

Conclusões 

Foram desenvolvidas duas estratégias alternativas para verificar a autenticidade de leite de 

búfala, a primeira com base em análises de composição química e características físico-químicas 

realizadas rotineiramente nos laboratórios de qualidade de leite, e a segunda a partir de espectros de 

FTIR. Ambas as técnivas, quando associadas à quimiometria, apresentaram resultados compatíveis 

na detecção das adulterações. 

ACP permitiu a separação dos tratamentos em regiões distintas nos gráficos bidimensionais, 

servindo para classificação das amostras em grupos característicos. Os modelos de RLM e PLS 

ajustados apresentaram resultados capazes de predizer a presença de leite de vaca em leite de búfala, 

além de descrever o comportamento das amostras de acordo com os efeitos da adição do leite de vaca. 
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Destaques 

- Verificação da autenticidade de muçarela de búfala; 

- FTIR-ATR e quimiometria para detecção de leite de vaca em muçarela de búfala; 

- FTIR-ATR e RNA de queijos e peptídeos permitiram a identificação de amostras comerciais 

adulteradas.  

 

Resumo 

O objetivo deste trabalho foi a avaliação de queijos muçarela e peptídeos solúveis em água por 

FTIR-ATR, além da composição química e características físico-químicas associadas à quimiometria 

como triagem para verificação da autenticidade de muçarela de búfala. Foram produzidos queijos 

com quantidades crescentes de leite bovino ao bubalino (10% a 90%), com leite de búfala e somente 

leite de vaca, totalizando 165 amostras, além de serem coletados 11 queijos comerciais de muçarela 

de búfala. As amostras foram avaliadas (medidas analíticas) em relação aos teores de água, resíduo 

mineral fixo, gordura, proteína, extrato seco total e desengordurado, pH, acidez, cor instrumental e 

FTIR-ATR, que também foi aplicado aos peptídeos solúveis em água extraídos dos queijos. Análise 
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de componentes principais (ACP), discriminante (AD), regressão linear múltipla (RLM) e redes 

neurais artificiais (RNA) foram aplicadas aos dados. Foi possível a partir das medidas analíticas, por 

RLM, predizer as quantidades de leite de vaca em muçarela de búfala. FTIR-ATR e RNA aos dados 

espectrais dos queijos e peptídeos garantiram a separação/classificação das amostras em grupos com 

a presença de leite de vaca (10% a 90% e muçarela de vaca) e muçarela de búfala, sendo viável para 

triagens na verificação da autenticidade, detectando-se 3 amostras comerciais adulteradas.     

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

Abreviações 

10% - 90%: percentual de leite de vaca em leite/muçarela de búfala 

A1, A2 e A3: matrizes de dados 

a*,b*: coordenadas de cromaticidade 

ACP: análise de componentes principais  

AD: análise 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 médio com transformada de Fourier e célula de 

reflectância total atenuada 

GES: gordura no extrato seco 

L*: índice de luminosidade 

m/v: relação massa-volume 

PSA: peptídeos solúveis em água 

RLM:  regressão linear múltipla  

RMSET e RMSEV: raiz do erro quadrático médio de treinamento e validação 

RNA: redes neurais artificiais  
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1. Introdução 

O leite de búfala é um alimento que possui boas propriedades nutricionais, sensoriais e 

tecnológicas (Velioglu et al., 2017), sendo utilizado por indústrias de laticínios na produção de 

diversos tipos de derivados lácteos, em especial o queijo muçarela (Gonçalves et al., 2016). 

O queijo muçarela de búfala deve ser produzido obrigatoriamente a partir de leite bubalino 

integral de acordo com tecnologia de fabricação específica (Petrela et al., 2015). É um queijo de 

massa filada, o que confere ao produto características próprias de textura e derretimento (Nguyen et 

al., 2017), além de apresentar alto teor de gordura na matéria seca, massa elástica e sabor agradável 

(Locci et al., 2008), com quantidades relevantes de proteínas, vitaminas e minerais (Silva et al., 2015).    

Em contrapartida, a produção do leite de búfala apresenta caráter sazonal, com maiores ofertas 

normalmente no outono-inverno. Associado ao preço elevado quando comparado ao leite de vaca, 

fraudadores encontram oportunidades para cometerem práticas ilegais de mistura intencional de leite 

bovino ao bubalino para a produção dos derivados (Czerwenka et al., 2010), o que configura fraude 

alimentar por adulteração quando não existir a presença da informação da mistura na embalagem dos 

produtos. 

Adulterações por adição de leite de vaca em muçarela de búfala 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 fabricação do queijo muçarela de 

búfala possuem aplicabilidade, tanto para os serviços oficiais de fiscalização quanto para laboratórios 

que certificam a autenticidade dos produtos (Velioglu et al., 2017). Uma série de métodos baseados 

em avaliações proteômicas, a partir da detecção das especificidades de marcadores únicos ou grupos 

de marcadores das espécies, a exemplo de proteínas e suas frações, peptídeos e aminoácidos, 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; Gonçalves et al., 2016) e espectrometria de massas (Cozzolino et al., 2001) foram utilizados 

para verificar a autenticidade de leite e queijo muçarela de búfala. Apesar da boa sensibilidade destes 

métodos empregados na detecção destas adulterações, apresentam a desvantagem de elevados custos 

na condução das análises, tempos prolongados na geração dos resultados, especialistas altamente 

treinados e sofisticação laboratorial, além das dificuldades de serem implantados em análises de 

rotina. Nesse sentido, técnicas espectroscópicas surgem como alternativas viáveis para verificação da 

autenticidade de alimentos (Boyaci et al., 2015).  
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A espectroscopia no infravermelho médio (FTIR) é uma técnica de fácil execução, rápida e 

precisa na obtenção dos resultados, oferecendo vantagens em relação a outras técnicas convencionais 

(Lohumi et al., 2015). A análise por FTIR de peptídeos solúveis em água (PSA) extraídos de muçarela 

pode garantir a identificação do tipo de leite utilizado durante a produção dos queijos, indicando a 

autenticidade dos produtos, ou seja, a técnica laboratorial quando associada à quimiometria é capaz 

de fornecer respostas interessantes sobre a presença de adulterantes em alimentos (Vásquez et al., 

2018).  

Portanto, objetivou-se com este trabalho a avaliação de queijos muçarela e peptídeos solúveis 

em água por espectroscopia no infravermelho médio (FTIR-ATR), além da composição química e 

características físico-químicas associadas a métodos estatísticos multivariados como ferramentas de 

triagem para verificação da autenticidade de muçarela de búfala. 

2. Material e métodos 

2.1. Obtenção do leite e produção dos queijos muçarela 

As amostras de leite bovino (vacas Holandês x Zebu) e bubalino (búfalas Jafarabadi x Murrah) 

foram obtidas em condições higiênico-sanitárias adequadas e imediatamente enviadas para o 

laboratório de processamento, onde foram submetidas às etapas de filtração para retirada de 

impurezas e pasteurização a 64ºC + 1ºC/30 minutos sob agitação constante objetivando a garantia da 

segurança do alimento.  

Os queijos muçarela foram produzidos nos mesmos períodos de coleta dos leites, com adição 

de quantidades variáveis e crescentes de leite bovino ao bubalino (10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 

70%, 80% e 90%), além de formulações fabricadas exclusivamente com leite de búfala e vaca. Para 

obtenção da massa fermentada, 1L de leite de cada formulação ao atingir 38ºC + 2ºC foi adicionado 

de 0,03 g de fermento lácteo liofilizado constituído por bactérias mesófilas e termófilas (BV-DEX-

06, Bela Vista Produtos Enzimáticos Indústria e Comércio Ltda., Alto Bela Vista, SC, Brasil), 0,4 

mL de cloreto de cálcio 50% (m/v) (Coalhopar, Coalhos Bio Paraná LTDA, Alto Piquiri, PR, Brasil) 

e 0,8 mL de coagulante líquido (HÁ-LA®, Brasil – Chr Hansen – força 1:3000). Após 40 minutos 

em repouso, a massa coagulada foi cortada em cubos, seguida de mexeduras a 38ºC + 2ºC por 30 

minutos até obtenção de uma massa cozida e firme. A massa foi dessorada, fermentada até atingir pH 

de 5,1 por aproximadamente 18 horas a temperatura ambiente (25ºC + 5ºC), fatiada, filada em água 

a 80ºC + 2ºC e acondicionada em formas próprias. Em seguida, os queijos foram submetidos à salga, 

em salmoura contendo 20% de NaCl (m/v) por 1 hora com viragem em 30 minutos, e posterior 

resfriamento a 6ºC + 2ºC por 12 horas, sendo então embalados a vácuo (BS 320, R. Baião, Vila Casal 
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Ubá, MG, Brasil). Cada formulação dos queijos foi produzida em 15 repetições, totalizando 165 

unidades experimentais. A fim de se controlar o efeito do armazenamento sob refrigeração na 

proteólise dos queijos, todas as amostras foram mantidas sob refrigeração a 4ºC + 2ºC por 20 dias, 

sendo então congeladas a -20ºC + 2ºC para análises posteriores.  

Um total de 11 marcas comerciais de queijos muçarela de búfala foram obtidas em comércio 

varejista, coletadas em embalagens próprias, sob refrigeração. Após as coletas, os queijos foram 

mantidos sob refrigeração a 4ºC + 2ºC para padronização e maior controle da proteólise. Todos os 

queijos foram obtidos considerando-se um prazo máximo de 20 dias após a data de fabricação, sendo 

congelados a -20 ºC + 2ºC no 20º dia de fabricação.  

2.2. Composição química e características físico-químicas 

Foram determinados os teores de água (código 926.08), resíduo mineral fixo (código 935.42), 

gordura no extrato seco (GES) (código 920.125), proteína (código 920.123), extrato seco total (EST) 

e extrato seco desengordurado (ESD) por diferença, pH e acidez titulável (código 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 colorímetro 

Colorquest XE (HunterLab, Sunset Hills Reston, VA, EUA), iluminante D65 e observador 10º, 

utilizando o sistema CIELAB (CIE, 1996), previamente calibrado em uma superfície branca e preta, 

onde L* representa a luminosidade (L* = 0 – preto e L* = 100 – branco) e a* e b* as coordenadas de 

cor responsáveis pela cromaticidade: (+a* = vermelho e –a* = verde, +b* = amarelo e –b* = azul). 

2.3. Extração dos peptídeos solúveis em água (PSA) 

Os PSA foram extraídos 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 água 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., São José dos Pinhais, PR, Brasil), congelados a -80ºC + 2ºC por 24 horas e liofilizados em 

liofilizador de bancada FreeZone 4,5 L (LabConco, Kansas City, MO, USA).    

2.4. Obtenção dos espectros na região 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 reflectância 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 acessório onde incidem os raios na faixa do infravermelho 

(cristal de diamante), sendo obtidos os espectros no modo de absorbância. As repetições de cada 

amostra foram avaliadas na região espectral com número de onda de 4000 cm-1 a 600 cm-1 e 64 

varreduras, recolhidos com resolução de 4 cm-1 a temperatura de 20ºC + 2ºC. 

2.5. Análises estatísticas 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 variáveis), construídas para as 

medidas de composição química e características físico-químicas (matriz A1), dados de absorbância 

das bandas dos espectros de queijos (matriz A2) e PSA (matriz A3). Foi utilizado o software Statistical 

Analysis System Student (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) para retirada de outliers das matrizes 

pela distância de Cook, no qual amostras que apresentaram distância > 2 foram descartadas 

individualmente para cada matriz, e para condução das análises estatísticas multivariadas. 

Foi realizada análise de componentes principais (ACP) a partir dos dados das matrizes A1 para 

investigar o agrupamento das amostras de acordo com suas respectivas formulações, por meio da 

obtenção da matriz de covariâncias, que expressa as variâncias individuais e as combinações lineares 

(covariâncias) entre duas variáveis. Após a obtenção dos autovalores e de seus respectivos 

autovetores característicos normalizados, foram construídos os componentes principais (CP’s), 

escolhidos de acordo com o critério de fatores interpretáveis associado ao diagrama de autovalores.  

Os dados das matrizes A1, A2 e A3 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 validação na análise discriminante (AD), regressão linear múltipla (RLM) e 

redes neurais artificiais (RNA). 

AD aplicada aos dados da matriz A1 consistiu em obter funções matemáticas capazes de 

classificar amostras de queijo muçarela em grupos. Foram utilizados dados padronizados (média = 0 

e desvio padrão = 1) e sem outliers. 

RLM foi aplicada aos dados padronizados da matriz A1 para predizer as quantidades de leite de 

vaca em muçarela de búfala. Análise de multicolinearidade foi realizada entre as variáveis, referente 

a razão entre o maior e o menor autovalor da matriz de correlação (Barreto et al., 2016). Foram 

testadas três formas para seleção do modelo: Backward, Forward e Stepwise (Tabachnick e Fidell, 

1996). Foram escolhidos modelos que apresentaram os maiores valores de coeficiente de 

determinação (R2) e menor raiz do erro quadrático médio de treinamento (RMSET) e validação 

(RMSEV) (Eq. 1), além da avaliação do número de parâmetros. 
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𝑅𝑀𝑆𝐸 = √
1

𝑛
∑ (𝑥𝑑 − 𝑥𝑝)𝑛

𝑖=1
2                                     Eq. 1 

Onde: 𝑛 = número de observações; 𝑥𝑑 e 𝑥𝑝 são valores experimentais e previstos, 

respectivamente, em relação aos tratamentos avaliados. 

RNA a partir das matrizes A2 e A3 foi relizada por meio do software Java Neural Network 

(Wilhelm-Schickard-Institute (WSI), Tübingen, Alemanha), com o intuito de classificar amostras em 

seus respectivos grupos (adulteradas e não adulteradas). Os dados originais foram padronizados (Eq. 

2). 

𝑦 =
𝑥1− 𝑥2

𝑥3− 𝑥2
                                           Eq. 2 

Onde: 𝑦 = escore padronizado / 𝑥1 = escore original / 𝑥2 = valor mínimo / 𝑥3 = valor máximo. 

Foi utilizada a metodologia de redes supervisionadas (perceptrons multicamadas) para 

classificação das amostras, com função de ativação logística em todos os neurônios, além de conexões 

“feed-forward” entre os neurônios e algoritmo de treinamento “Resilient Propagation”, tornando a 

rede robusta e diminuindo com maior intensidade o RMSET. Foram utilizados 500 ciclos, divididos 

em 110 iterações, correspondentes aos números de amostras na fase de treinamento.    

As configurações das redes foram escolhidas baseadas na minimização do RMSE e no maior 

percentual de acertos de classificação (Rai et al., 2005). 

3. Resultados e discussão 

3.1. Composição química e características físico-químicas   

Os resultados de composição química e características físico-químicas dos queijos avaliados 

apresentaram variações (Tabela 1). As amostras de muçarela de búfala apresentaram diferenças 

estatísticas significativas (p < 0,05) pelo teste F, em relação às variáveis (gordura, proteína, EST, 

ESD, acidez, umidade, resíduo mineral fixo, L*, a* e b*), quando comparadas com muçarela de vaca, 

evidenciando que existem particularidades entre os dois grupos de queijos. 
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Tabela 1: Valores mínimos e máximos, média e desvio padrão das variáveis dos queijos muçarela 

(0% a 100%).  

Variáveis Mínimos – Máximos Média Desvio padrão 

Gordura** (%) 36,68 – 56,54 48,11 4,14 

Proteína (%) 23,29 – 43,67 30,47 3,01 

EST (%) 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 – 5,11 3,11 0,39 

L* 56,88 – 98,24 90,35 12,85 

a* -5,32 – 1,71 -1,34 1,59 

b* 10,42 – 36,70 23,11 5,83 

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

(GES). *** Acidez expressa em porcentagem de ácido lático.   

A composição química reflete características de qualidade da matéria-prima e condições do 

processamento dos queijos. Com a padronização do processo produtivo, as diferenças observadas 

ocorreram em virtude das peculiaridades individuais dos leites das diferentes espécies. A 

quantificação dos teores de gordura e proteína explicam as diferenças nos processos de coagulação 

da massa do queijo, em que o leite de búfala, devido à conformação proteica diferenciada e maiores 

tamanhos dos glóbulos de gordura, ocasiona menor retenção de água na massa quando comparado ao 

leite de vaca durante o processo produtivo de muçarela, influenciando nas variações de umidade, EST 

e ESD (Walstra et al., 2006; Moore et al., 2012).        

O parâmetro L* refere-se à 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 coloração 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 coloração branca da amostra. Queijos muçarela de 

búfala, devido às menores concentrações de β-caroteno na composição química do leite, apresentam 

tonalidades de colorações mais brancas em comparação aos queijos muçarela produzidos com leite 

de vaca. Para as coordenadas de cromaticidade a* e b*, a maioria dos queijos produzidos em 

laboratório (0% a 70%) apresentou colorações nas regiões do verde e amarelo.    
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3.2. Espectros (FTIR-ATR) dos queijos e PSA 

A partir das análises de FTIR-ATR foram obtidos os 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 muçarela de búfala e vaca. (b) 

Regiões selecionadas entre 3600 cm-1 e 3100 cm-1 e 1700 cm-1 e 950 cm-1 para classificação entre 

amostras de búfala, adulteradas (10% a 90%) e vaca. 

(a) 

 

 

(b) 
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Um total de 15 bandas de absorção foram identificadas (Figura 1a) a partir de dados disponíveis 

na literatura (Stuart, 2004; Barbosa, 2007; Santos et al., 2013). Não houve a ocorrência de bandas 

características entre as amostras oriundas de leites das diferentes espécies, porém 10 bandas foram 

selecionadas (Figura 1b) nas regiões entre 3600 cm-1 e 3100 cm-1 (vibração do grupo funcional C–H 

associada aos lipídeos) e 1700 cm-1 e 950 cm-1 (vibrações C=O/C–H/C=C associadas aos lipídeos, 

H–N–C=O para Amidas II e III de proteínas e C-C/C-O-C de carboidratos) por apresentaram 

intensidades de vibração diferentes entre amostras de queijos oriundas de leite de búfala e com a 

presença de leite de vaca.   

Durante as etapas de corte e cozimento da massa na produção dos queijos, a massa coagulada 

apresenta-se com glóbulos 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 

variações no percentual de água dos queijos produzidos, pois quanto menor o tamanho dos glóbulos, 

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 extraídos dos queijos (Figura 2) observou-se que não 

houve a presença de bandas diferentes para as espécies bubalina e bovina (Figura 2a), somente 

diferenças de intensidades de absorção. Assim, 10 bandas foram selecionadas na faixa entre 1720 cm-

1 e 680 cm-1 para classificação dos queijos (Figura 2b). 

Figura 2: (a) Espectros obtidos em FTIR-ATR de PSA extraídos de queijos muçarela de búfala e 

vaca. (b) Espectros (FTIR-ATR) em faixa selecionada entre 1720 cm-1 e 680 cm-1 de PSA extraídos 

dos queijos muçarela de búfala, adulteradas (10% a 90%) e muçarela de vaca. 

(a) 
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(b) 

 

 

Em queijos, as proteínas e suas frações sofrem degradações, processo denominado de 

proteólise, que consiste na quebra de sua estrutura tridimensional e, consequentemente, em mudanças 

conformacionais, dando origem a peptídeos de menor massa molecular e aminoácidos livres. No caso 

de queijos muçarela (queijos frescos) produzidos a partir de leites de diferentes espécies, neste caso 

a bubalina e bovina, associado ao processamento e à padronização do tempo de refrigeração (20 dias) 

antes do congelamento para a realização das análises, efeitos diferenciados nas vibrações de grupos 

funcionais de PSA extraídos ocorreram, de maneira geral, diminuindo à intensidade de vibração dos 

picos devido ao aumento dos níveis de adulteração. 

3.3. Análises estatísticas multivariadas 

3.3.1. Composição química e características físico-químicas  

Os queijos muçarela de búfala e vaca apresentaram comportamento distinto com relação à 

composição química e características físico-químucas por ACP (Figura 3). Foram selecionados 2 

CP’s, com o CP1 explicando 57,14% e o CP2 26,08% da variância total dos dados. 

Observou-se na figura 3 a formação 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 índice 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 muçarela de búfala e vaca em relação à composição química e 

características físico-químicas. 

 

  

Objetivando verificar a influência dos diferentes níveis de adulteração de leite de vaca ao leite 

de búfala foi realizada ACP das adulterações individualmente (10% a 90%) com os tratamentos 

bubalino e bovino (Figura 4). Igualmente ao que ocorreu na ACP entre amostras de búfala e vaca 

(Figura 3), foram escolhidos dois CP’s (CP1 e CP2) que explicaram a maior parte da variância dos 

dados. 

Com o aumento dos níveis de adulteração nos queijos, observou-se elevações na umidade e 

coordenadas de cromaticidade a* e b*, além de diminuições nos teores de GES, EST e índice de 

luminosidade L*, com grupos de amostras movimentando-se na direção da diminuição dos valores 

do CP1 e aumento dos valores do CP2. Amostras com 10%, 20% e 30% de adulteração situaram-se 

em regiões próximas ao tratamento bubalino. Os tratamentos com 40% a 60% de leite de vaca 

localizaram-se em regiões intermediárias entre muçarelas de búfala e vaca, enquanto amostras de 

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

composição química e características físico-químicas. 
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5 funções discriminantes obtidas por AD foram utilizadas para classificação dos queijos em 

seus respectivos grupos originados pela ACP (grupo 1: muçarela de búfala / grupo 2: 1ª classe de 

adulteração (10% a 30%) / grupo 3: 2ª classe de adulteração (40% a 60%) / grupo 4: 3ª classe de 

adulteração (70% a 90%) / grupo 5: muçarela de vaca). Nas funções a AD atribuiu pesos às equações, 

que foram multiplicados por cada variável a fim maximizar a variância entre os grupos e minimizá-

la dentro de cada grupo. Na Tabela 2 encontram-se os percentuais de acertos de classificação das 

amostras. 

Tabela 2: Número de observações em relação a composição química e características físico-químicas 

dos queijos e percentuais de classificação por grupo no treinamento (T) e validação (V).  

Grupos Búfala 

(T/V) 

1ª classe 

(T/V) 

2ª classe 

(T/V) 

3ª classe 

(T/V) 

Vaca 

(T/V) 

TOTAL 

(T/V) 

Búfala 10/4 

100/100 

0/0 

0/0 

0/0 

0/0 

0/0 

0/0 

0/0 

0/0 

10/4 

100/100 

1ª classe 1/0 

3,33/0 

26/11 

86,67/100 

3/0 

10/0 

0/0 

0/0 

0/0 

0/0 

30/11 

100/100 

2ª classe 0/0 

0/0 

4/3 

13,33/20 

24/11 

80/73,33 

2/1 

6,67/6,67 

0/0 

0/0 

30/15 

100/100 

3ª classe 0/0 

0/0 

0/0 

0/0 

2/2 

6,67/15,38 

25/8 

83,33/61,54 

3/3 

10/23,08 

30/13 

100/100 

Vaca 0/0 

0/0 

0/0 

0/0 

0/0 

0/0 

1/0 

10/0 

9/4 

90/100 

10/4 

100/100 

 

As funções garantiram bons percentuais de classificação para os grupos de amostras, 

principalmente no tratamento bubalino que deve possuir o máximo possível de acertos, ou seja, 

amostras deste grupo devem ser apresentadas corretamente, não sendo classificados em outros 

grupos. Com isso, a AD a partir dos dados de composição química e características físico-químicas 

pode ser utilizada para classificar queijos muçarela de búfala adulterados e não adulterados.       

Para o modelo de RLM escolhido pela técnica Backward (Figura 5), a multicolinearidade foi 

baixa (< 100), ou seja, não existiu alto grau de correlação entre as variáveis independentes, assim os 

parâmetros foram estimados com precisão.  
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Figura 5: (a) Coeficientes de β da equação de RLM para os dados de composição química e 

características físico-químicas. (b) Correlação entre valores reais e preditos gerada pelo modelo de 

RLM. 

(a) 

 

(b) 

 

 

Poucos parâmetros (escores padronizados de umidade, ESD e coordenadas de cromaticidade a* 

e b*) foram suficientes para descrever o comportamento das amostras com a adição de leite de vaca 

e, assim, evidenciar as diferenças entre elas. O modelo foi bem ajustado aos dados (R2 = 0,9462), 

com alta correlação (0,9909) e baixos RMSET (7,33%) e RMSEV (4,64%), sendo capaz de predizer 

a quantidade de leite bovino nos queijos muçarela (Figura 4b), pois não houve grandes diferenças nas 

comparações entre os valores preditos e reais. 

Os teores de água e as coordenadas de cromaticidade a* e b* aumentaram à medida que elevou-

se os percentuais de leite bovino nos queijos. Estes comportamentos podem ser caracterizados por 

maiores quantidades de constituintes do leite bubalino, além da associação com as diferenças entre a 

coagulação da massa dos queijos oriundos de leite das diferentes espécies, o que diferencia na 

retenção de água pela massa. As diferenças na cor das amostras foram confirmadas pela elevação dos 

valores da coordenada de cromaticidade b*, com valores positivos sendo característicos da cor 

amarela, mais característica 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 classificação de amostras 

devido a presença de leite de vaca nas formulações. Os parâmetros utilizados na arquitetura das redes 
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se diferenciaram em relação a quantidade de neurônios das camadas de entrada e intermediárias 

(Tabela 3). 

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

 

Parâmetros da RNA 

 

Queijos 

 

PSA 

Aprendizagem Supervisionado Supervisionado 

Função de Ativação Logística Logística 

Número de variáveis de entrada 10 10 

Número de camadas intermediárias 2 2 

Número de neurônios na 1ª camada intermediária 50 50 

Número de neurônios na 2ª camada intermediária 20 20 

Número de variáveis de saída 2 2 

Iteração (número de ciclos) 500 500 

 

Os dados de entrada corresponderam às variáveis selecionadas nos espectros (FTIR-ATR), 

neste caso, 10 bandas referentes aos dados dos queijos (Figura 1b) e 10 bandas utilizadas para 

classificação em relação aos PSA (Figura 2b). Os neurônios das camadas intermediárias foram 

escolhidos baseados nas melhores configurações de redes que apresentaram menores RMSET, 

RMSEV e maiores percentuais de acertos de classificação. A camada de saída das redes foi composta 

por 2 neurônios, objetivando a classificação das amostras entre muçarela de búfala e adulteradas 

(grupo formado por queijos com 10% a 90% de leite de vaca) e queijos muçarela de vaca. Nas 

configurações escolhidas houve boa classificação das amostras, gerando baixos RMSET e RMSEV, 

o que permitiu a verificação de autenticidade dos queijos (Figura 6). 

Figura 6: RMSET e RMSEV em função do número de ciclos nas etapas de treinamento e validação 

das redes de melhores arquiteturas testadas. (a) queijos muçarela. (b) PSA. 

(a) 

 

(b) 
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A RNA de classificação dos queijos apresentou RMSET de 0,089, RMSEV de 0,29 e percentual 

de acertos de classificação de 97,78% (100% de acertos para amostras pertencentes ao grupo de 

muçarela de búfala e 95,56% para as amostras adulteradas e muçarela de vaca), permitindo a 

verificação rápida de autenticidade em muçarela de búfala, sem a necessidade da aplicação de 

métodos caros, demorados e que necessitam de técnicos treinados e da utilização de reagentes 

químicos prejudiciais. 

A rede para classificação a partir de PSA apresentou RMSET de 0,25, RMSEV de 0,33 e 

percentual de acertos de classificação de 85% (divididos em 80% de acertos para amostras 

pertencentes ao grupo de muçarela de búfala e 90% para o outro grupo), permitindo a detecção de 

adulterações em muçarela de búfala, discriminando as amostras em adulteradas e não adulteradas. A 

detecção das adulterações a partir de 10% pode ser viável em aplicações práticas de triagem na rotina 

de indústrias e laboratórios de pesquisa. 

A maior parte dos estudos para detecção de leite de vaca em muçarela de búfala baseia-se em 

análise de proteínas e suas frações, peptídeos e aminoácidos por meio de técnicas proteômicas, como 

eletroforeses, cromatografias e espectrometria de massas, que apesar de apresentarem resultados 

precisos e confiáveis na detecção da adulteração, são métodos relativamente caros, demorados e 

difíceis de serem aplicados em análises de rotina, quando comparados com a aplicação de FTIR-ATR. 

A adição fraudulenta de leite de vaca em leite de búfala geralmente ocorre em níveis superiores a 

10% de adulteração, pois níveis mais baixos não trazem ganhos financeiros significativos (Czerwenka 

et al., 2010; Fuselli et al., 2015; Velioglu et al., 2017).    

3.3.3. Verificação da qualidade e autenticidade de amostras comerciais de muçarela de 

búfala 

Foram utilizados os padrões italianos estabelecidos pelo ““Decreto del Ministero delle Politiche 

Agricole e Forestali” (D.M., 2003) para muçarela de búfala de Campana, e os padrões brasileiros para 

queijo muçarela (Brasil, 1997) para verificações dos índices de qualidade (composição química – 

teores de água e GES) das amostras comerciais de queijo muçarela de búfala. 

De acordo os padrões italianos (D.M., 2003), a muçarela de búfala deve apresentar teor mínimo 

de gordura na matéria seca de 52% e umidade máxima de 65%. Pelo Regulamento Técnico de 

Identidade e Qualidade do Queijo Mozzarella (Muzzarella ou Mussarela) (Brasil, 1997), designado 

originalmente para muçarela de vaca, esses queijos devem ser produtos de média, alta ou muito alta 

umidade, com valores máximos de 60% de água; e extragordos, gordos a semigordos, com teores 

mínimos 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 máximos de 65% e 60% estabelecidos pela legislação internacional e nacional, 

respectivamente. Em relação ao teor de GES, observou-se que os resultados das amostras variaram 

entre 44,04% e 69,03%. De acordo com a legislação brasileira (Brasil, 1997), 5 queijos apresentaram 

características de gordos e 6 foram classificados como extragordos. Já pela legislação italiana, 3 

marcas de queijo muçarela de búfala se enquadraram abaixo dos teores mínimos de 52% para GES. 

Com os dados de composição química e características físico-químicas 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 formulações. A aplicação de FTIR-ATR e RNA, tanto nos 

dados dos queijos quanto nos PSA extraídos, permitiu a classificação de 3 amostras adulteradas com 

níveis superiores a 10% de leite de vaca nas formulações. A aplicação dos métodos propostos nesta 

pequisa em associação aos tradicionais oficialmente empregados para verificação da autenticidade de 

muçarela de búfala confirmaria a detecção das adulterações e a predição dos níveis de leite de vaca 

utilizados na produção dos queijos.  

4. Conclusões 

Foi possível detectar e quantificar a presença de leite de vaca nos queijos por meio das análises 

de composição química e características físico-químicas associadas à quimiometria, evidenciando a 

não utilização de equipamentos e técnicas sofisticadas para verificação da autenticidade de muçarela 

de búfala, o que auxilia no poder de fiscalização por laboratórios 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 às RNA permitiram a identificação de 

adulteração do queijo a partir da classificação em grupos de amostras não adulteradas e adulteradas, 

com destaques para a rede desenvolvida para aplicação aos dados espectrais dos queijos, por não ser 

preciso o preparo das amostras, além de ter apresentado maiores percentuais de acertos de 

classificação e menores RMSET e RMSEV. As redes permiriram a classificação de 3 amostras 

comerciais adulteradas. 

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

de autenticidade em muçarela de búfala. 
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