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RESUMO

SILVA, L. K. R. Espectroscopia MIR e NIR, avaliacdo protedmica e medidas analiticas
associadas a quimiometria para discriminacdo da origem geografica de queijo Coalho.
Itapetinga, BA: UESB, 2021. 177 p. Tese (Doutorado em Engenharia e Ciéncia de Alimentos), Area
de Concentracdo: Ciéncias de Alimentos.*

Obijetivou-se utilizar o infravermelho préximo (NIR) e médio (MIR), perfis protebmicos avaliados
por MIR e cromatografia (RP-HPLC) e medidas analiticas associados a quimiometria para
discriminar a origem geografica de queijos Coalho. Os queijos foram obtidos das mesorregides Sul
(n=10), Extremo Oeste (n=20), Nordeste (n=10) e Centro-Sul (n=30) da Bahia, Brasil, oriundos de
sete laticinios distintos, totalizando 70 amostras, coletadas com até 10 dias de fabricacdo e
congeladas com 20 dias, até as analises. Obteve-se dados de composi¢do quimica e caracteristicas
fisico-quimicas (umidade, cinzas, extrato seco total, proteina, gordura no extrato seco, acidez
titulavel, pH e cor instrumental), propriedades tecnoldgicas (Analise do Perfil de Textura e
derretimento) e espectros do MIR e NIR. Peptideos soltveis em agua foram extraidos dos queijos e
avaliados por RP-HPLC e MIR. Foram aplicadas a Analise de Componentes Principais (ACP),
Andlise Linear Discriminantes (ALD) e Redes Neurais Artificiais (RNA). ACP e ALD, aplicadas
aos dados dos queijos foram capazes de evidenciar suas diferencas, pela formacdo de grupos
distintos e boas taxas de classificagdo, com destaque para as variaveis pH, aw, teor de gordura e
grupos funcionais indicativos de agua e gordura, sendo a melhor discriminacdo observada com o
NIR. Com o estudo protebmico, RP-HPLC indicou cinco peptideos marcadores para diferenciacdo
dos queijos e 0 MIR apresentou perfis espectroscopicos distintos, variando conforme a origem
geografica. Com a ACP observou-se a formacdo de grupos distintos dos queijos nos graficos
bidimensionais para ambas as técnicas e com modelos de RNA todos os queijos foram classificados
corretamente, na etapa de validacdo, associado a baixas taxas de erro. Os resultados deste estudo
demonstraram que o NIR foi uma técnica util na discriminacdo da origem de queijos Coalho, pois
suas caracteristicas quimicas refletiram nos dados espectrais. Avaliando o perfil protedmico, o0 MIR
mostrou ser a melhor alternativa para discriminacdo pois apresentou separacdo e classificacdo
semelhantes ao RP-HPLC, além de ser uma técnica rapida, menos onerosa e robusta. O uso do NIR
e MIR associados a quimiometria sdo alterantivas eficientes e rapidas para discriminar queijos
Coalho por origem contribuindo para a autenticidade e maior agregacéo de valor ao produto.

Palavras-chave: derivados lacteos, analise multivariada, espectroscopia.

* QOrientadora: DSc. Sibelli Passini Barbosa Ferrdo, UESB.
Co-orientador: DSc. Leandro Soares Santos, UESB.
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ABSTRACT

SILVA, L. K. R. MIR and NIR spectroscopy, proteomic evaluation and analytical measures
associated with chemometry to discriminate the geographical origin of Coalho cheese.
Itapetinga, BA: UESB, 2021. 177 p. Tese (Doutorado em Engenharia e Ciéncia de Alimentos), Area
de Concentracdo em Ciéncias de Alimentos.*

The objective was to use the near infrared (NIR) and middle (MIR), proteomic profiles evaluated by
MIR and chromatography (RP-HPLC) and analytical measures associated with chemometry to
discriminate the geographical origin of Coalho cheeses The cheeses were obtained from the South
(n=10), Far West (n=20), Northeast (n=10) and Center-South (n=30) mesoregions of Bahia, Brazil, from
seven different dairy products, totaling 70 samples collected with up to 10 days of manufacture and
frozen with 20 days, until analysis. Data on chemical composition and physicochemical characteristics
(moisture, ash, total dry extract, protein, fat in the dry extract, titratable acidity, pH and instrumental
color) were obtained, technological properties (Texture Profile Analysis and melting) and spectra MIR
and NIR. Water-soluble peptides were extracted from the cheeses and evaluated by RP-HPLC and MIR.
Principal Component Analysis (PCA), Linear Discriminating Analysis (LDA) and Artificial Neural
Networks (ANN) were applied. ACP and ALD, applied to the cheese data, were able to show their
differences, by the formation of distinct groups and good classification rates, with emphasis on the
variables pH, a,, fat content and functional groups indicative of water and fat, being the best
discrimination observed with the NIR. With the proteomic study, RP-HPLC indicated five marker
peptides for cheese differentiation and the MIR presented distinct spectroscopic profiles, varying
according to geographic origin. With the ACP it was observed the formation of distinct groups in the
two-dimensional graphics for both techniques and with RNA models all cheeses were classified
correctly, in the validation stage, associated with low error rates. The results of this study demonstrated
that the NIR was a useful technique in discriminating the origin of Coalho cheeses, since its chemical
characteristics reflected in the spectral data. Assessing the proteomic profile, MIR proved to be the best
alternative for discrimination because it presented separation and classification similar to the RP-HPLC,
in addition to being a fast, less expensive and robust technique. The use of NIR and MIR associated
with chemometry are efficient and fast alternatives to discriminate Coalho cheeses by origin,
contributing. to the authenticity and greater added value to the  product.

Keywords: dairy derivatives, multivariate analysis, spectroscopy.
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1. INTRODUCAO GERAL

O queijo Coalho é um produto de alto valor comercial e socioecondmico e um dos mais
populares queijos brasileiros originados do Nordeste, que ocupa uma posicdo de destaque
devido a versatilidade e aceitabilidade (FONTENELE et al., 2017). A sua producdo e
consumo tem ganhado espaco em todo o pais, sendo que o Estado da Bahia se destaca por
possuir uma das mais importantes bacias leiteiras do Nordeste, contribuindo com parcela
significativa na expansdo do queijo '‘Coalho produzido no Brasil (IBGE, 2019).

E um queijo ndo maturado, produzido com leite bovino integral pasteurizado e obtido
através da coagulacdo enzimatica pela acdo do coalho. Entre suas particularidades possui uma
composi¢do de médio a alto teor de agua e gordura, textura firme, sabor levemente acido e o
nao derretimento durante o aquecimento. E consumido integralmente, tostado e é considerado
ingrediente indispensavel no preparo de muitos pratos tipicos do Nordeste, como baido de
dois, cuscuz e tapioca (BRASIL, 2001; QUEIROGA et al., 2013).

Sabe-se que a origem geogréafica e os fatores climaticos, de solo, frequéncia de chuvas,
bioma, assim como 0s processos e tecnologias locais aplicadas podem afetar as caracteristicas
finais dos queijos, proporcionando diferentes propriedades quimicas e fisico-quimicas, além
de também gerar peptideos especificos, aspectos que se referem a esséncia territorial (SILVA
et al., 2016; JABRI et al., 2020).

O interesse do consumidor por produtos tradicionais como o queijo Coalho vem crescendo
nos ultimos anos e a valorizacdo da territorialidade dos queijos pode trazer maior agregacao
de valor ao produto podendo assim expandir novos mercados, sendo interessante buscar
alternativas eficientes para classificacdo da origem geografica do produto para garantia da
autenticidade e rastreabilidade (SANTOS et al., 2017).

Indicacbes Geogréaficas (IG) sdo ferramentas de protecdo e promogdo comercial de
produtos tradicionais, vinculados a determinados territorios, que agregam valor ao produto,
promovendo a heranca historico-cultural da regido produtora, e¢ dentre as IG’s, a
Denominacdo de Origem (DO) se refere ao diferencial que as caracteristicas do territorio
agregam ao produto. Estabelecer a identidade de origem de um produto é uma forma eficaz de
atribuir maior credibilidade no mercado em funcdo dos seus aspectos regionais, assim, a
realizacdo de estudos que possam encontrar variaveis que sirvam como marcadores que
contribuam para obtencao de IG favorecem a sua valorizacdo (WILKINSON et al., 2017).

Além de estudo quimico e fisico-quimico do queijo, a avaliacdo protedmica, que envolve

as proteinas e suas fracdes peptidicas tém sido promissora para a obtencdo de marcadores
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moleculares para a autenticidade do produto visando a identificacdo de origem de queijos,
principalmente as IG’s, como a Denominagdo de Origem. A maioria dos trabalhos que
abordam esta perspectiva envolvem a aplica¢do de ensaios eletroforéticos (GONCALVES et
al., 2016) cromatograficos (GUERREIRO et al., 2013) e a espectrometria de massas (SILVA
et al., 2016; LIMA et al., 2017; DIAS et al., 2019), técnicas que apesar de confidveis, de boa
sensibilidade e precisdo sdo onerosas e demandam uso de reagentes e longos periodos para as
analises.

Assim, hd uma demanda crescente por técnicas rapidas, de facil execucdo, que requerem
pouco preparo de amostras, boa sensibilidade e baixo custo operacional, reduzindo o uso de
reagentes, permitindo maior volume de analises, entre as quais se destacam as técnicas
espectroscdpicas no infravermelho proximo (MIR) e médio (NIR) (PAX et al., 2019; LEITE
et al., 2019).

Essas técnicas tem sido bastante exploradas devido a possibilidade de extrair informacdes
baseadas na composi¢do quimica do queijo. Movimentos rotacionais e vibracionais das
ligacGes dos grupos funcionais que fazem parte da estrutura dos constituintes do queijo geram
espectros especificos que possibilitam a obtencdo de respostas precisas na discriminacdo de
amostras, principalmente quando associdadas as analises quimiométricas (PASQUINI 2018;
KAMAL e KAROUI, 2015).

Dados analiticos combinados com a quimiometria possibilitam a reducdo da
dimensionalidade e a extracdo das informacgdes essenciais do conjunto de dados originais,
alem de serem desenvolvidos métodos e modelos matematicos com boas performances, que
permitem classificacdes e diferenciacGes de objetos de estudo de maneira rapida, podendo ser
utilizado para a verificacdo da origem dos queijos em termos de procedéncia geografica
(ESTEKI et al., 2018; KAROUI, 2017).

Neste contexto, propor um estudo voltado para a discriminacdo de queijos Coalho
produzidos na Bahia por meio de métodos eficientes e rapidos como 0 MIR e NIR e também
por meio de avaliacdo protedmica pode ser uma alternativa interessante, do ponto de vista
socio-econémico e cientifico, por promover o desenvolvimento regional do produto e também
por demonstrar uma possibilidade de diferenciar a origem geografica dos queijos,

contribuindo para a garantia da sua autenticidade.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Queijo coalho

O queijo é um dos alimentos mais antigos produzidos e consumidos no mundo devido
ao seu sabor peculiar, aspectos culturais e historicos enraizados, além de ser importante para a
alimentacdo humana, em razdo do alto teor de proteinas, lipidios, vitamina A e sais minerais,
como célcio e fosforo (VASQUEZ et al., 2018). Existem mais de 1000 variedades de queijos
produzidos no mundo (MCSWEENEY et al., 2004) e o queijo Coalho € um dos queijos mais
populares e tradicionais do Brasil, oriundo da regido Nordeste.

A producdo de queijo no Brasil, teve inicio com a colonizacdo portuguesa e 0 queijo
Coalho surgiu no Nordeste had mais de 150 anos, com a chegada do gado bovino trazido pelos
Portugueses como uma forma de viabilizar e comercializar o leite produzido nas fazendas.
Atualmente, este tipo de queijo possui um valor inestimavel quanto aos aspectos socio-
econémicos da regido, por fomentar a atividade econémica e representar parte da renda de
pequenos e medios produtores (BEZERRA et al., 2016).

Os queijos Coalho sdo queijos semi-duros, produzidos com leite bovino integral
pasteurizado, de massa cozida, que ndo passam por processo de maturacdo e sdo coagulados
enzimaticamente com coalho (quimosina). E um queijo bastante apreciado nas formas in
natura, assado, frito ou como componente de diversos pratos, podendo ser encontrado como
espetinhos, em pequenos pedagos ou barras, consumido no café da manha, como tira-gosto ou
como ingrediente de preparacOes tipicamente nordestinas, como o baido-de-dois, tapioca,
cuscuz ou canjica (BRASIL, 2001; MAMEDE et al., 2010).

A producéo do queijo no Brasil ocorre conforme determinado pela legislacédo vigente, a
qual é abrangente e permite uma diversidade de produtos com caracteristicas distintas. O
processamento inicia apds o recebimento e pasteurizacdo do leite, a massa é coagulada em até
40 minutos, podendo ser crua, cozida ou semicozida sob 45°C-55°C, sendo que o
aquecimento ocorre sob mexedura lenta e rapida até se obter o ponto da massa. A coalhada é
submetida a salga, secagem, prensagem, seguida de embalagem e para este tipo de queijo, ndo
maturado, embora seja permitido pela legislacdo, ndo ha adicdo de culturas starter e o
armazenamento ocorre entre 6°C-10°C, comercializado com até 10 dias ap0s a fabricacdo. A
prensagem da massa pode ocorrer por meio de prensa manual ou automatica, mas em sua
maioria, se utiliza a prensa automatica, em que 0 processo ocorre em até 30 min, sob
refrigeracdo (BRASIL, 2001) (Figura 1).
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A origem do nome Coalho deriva do processo de manufatura do queijo que,
tradicionalmente, ocorria a partir da acédo do coalho de origem animal, extraido do estdmago
de pequenos animais como cabrito, bezerro e prea e, atualmente, esta pratica vem sendo
substituida pelo uso de coalho de origem microbiana (FONTENELE et al., 2017).

Figura 1. Fluxograma de producéo de queijo Coalho

Recebimento do leite e Pasteunizacio

v/

Adicio de Cloreto de Céleio (CaCl,) a 50% m/v e Coalho
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\
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Enformagem e Prensagem (até 24h)

!

Secagem, Embalagem e Armazenamento (10°C)

\%

Comercializacio (até 10 dias)

Fonte: Brasil (2001)

No Nordeste, o queijo Coalho esta entre os principais tipos de queijos
comprovadamente incorporados a cultura regional e diferentes estados nordestinos, como
Pernambuco, Ceara, Rio Grande do Norte e Paraiba sdo potenciais produtores do derivado
lacteo. Nestas regides, diversos estudos ja foram desenvolvidos na tentativa de caracterizar 0s
queijos de acordo com parametros de composicdo, fisico-quimicos, texturais, sensoriais e
protedmicos, sendo observado que tais propriedades podem variar de acordo com o local de
onde é produzido (QUEIROGA et al., 2013; SOUZA et al., 2014; DIAS et al., 2019).
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Nos ultimos anos, o queijo Coalho tem se difundido em todo pais, desempenhando um
importante papel no desenvolvimento da agricultura e geragdo de emprego local e o Estado da
Bahia tem se destacado em producdo e consumo do produto. Estima-se que mais de 80 mil
toneladas/ano de queijo sejam produzidas no Estado, incluindo o Coalho (IBGE, 2019), além
disso, a Bahia possui uma das bacias leiteiras mais importantes do Nordeste, 0 maior rebanho
de vacas ordenhadas do Brasil e a maior producédo regional de leite, com 22,8% em relacéo
aos outros estados, contribuindo significativamente para a expansdo da produgéo de queijos
Coalho no Estado (MAPA, 2017).

2.2. Propriedades quimicas, fisico-quimicas e tecnoldgicas do queijo Coalho

O queijo Coalho por ser um produto fabricado em diferentes regides do Nordeste pode
ter sua composicdo quimica variavel. Jesus et al. (2019) afirma que a composicéo de queijos
pode variar de acordo com a regido onde foi produzido, a matéria-prima utilizada e o
processamento em que € submetido. Portanto, as caracteristicas de cada regido produtora do
queijo (clima, solo, genética do gado e técnicas de producdo dos queijos) podem influenciar
diretamente nos parametros do produto final.

O quejo coalho é classificado e especificado de acordo com o Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade de Queijo Coalho (BRASIL, 2001), sendo um produto de consisténcia
semidura, elastica, textura compacta e macia, cor branco amarelada uniforme, sabor brando,
levemente acido e ndo apresentam derretimento quando submetido a altas temperaturas. E
classificado entre semi-gordo a gordo, com teor de gordura no Extrato Seco (GES) entre 35%
e 60% e com umidade entre média e alta (36 a 54,9%).

Santos et al. (2011) e Souza et al. (2014) avaliaram a composi¢do quimica de queijos
Coalho de estados nordestinos (Sergipe, Ceara, Piaui, Rio Grande do Norde, Paraiba e
Pernambuco) e obtiveram para umidade resultados variando entre 29,38% a 62,3%,
apresentando diferencas significativas de acordo com a regido. Na Paraiba, o teor de GES
diferiu significativamente dos demais estados e variou entre 41,72 a 47,63% (média e alta
umidade). Em Alagoas, foram observados queijos com média umidade, com 45,5 a 51,5% e
com GES até 48,16% (SILVA et al., 2010). Na Bahia, Fontan (2013) encontrou queijos com
média e alta umidade e GES entre 42,82-48,65%.

A umidade e gordura dos queijos Coalho podem ser influenciados pelo processamento,
sendo que a umidade interfere na atividade de agua (aw) e suas variagdes podem estar

relacionadas a qualidade da matéria-prima e ao processamento, que envolve o manuseio da
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massa, temperaturas de cozimento que afetam o processo de expulsdo do soro da coalhada
(sinerese) na etapa de cozimento, além do tempo de prensagem e a forca aplicada para o
processo, que podem provocar maior ou menor compactacdo da massa, formando queijos com
diferentes teores de agua. Durante o corte da coalhada, se esse procedimento for realizado de
maneira brusca pode ocorrer o rompimento da estrutura da coalhada, liberando lipideos,
proteinas e outras substancias a serem perdidas na dessoragem (FONTENELE et al., 2017).

A cor dos queijos esta intimamente ligada a sua composicao, principalmente ao teor de
gordura, além disso é uma importante propriedade fisico-quimica, uma vez que variagdes na
cor do produto tem relacdo direta com a sua aceitabilidade. Nas medidas instrumentais da cor
de materiais opacos, a reflexdo da luz sobre o objeto é detectada em escala de trés elementos
L* a* b* (sistema Hunter Lab e CIELAB), onde o L* indica a luminosidade e a capacidade do
queijo em refletir a luz, (0 a 100), a* varia do verde (de -60 a zero) ao vermelho (de 0 a + 60)
e b* varia do azul (de -60 a zero) ao amarelo (de zero a + 60) (MAMEDE et al., 2010).

Andrade (2006) avaliaram queijos Coalho produzidos no Ceara e encontraram queijos
com coloragdo branca, levemente amarelados, com valores de L* até 91,16 e valor de b*
positivo, representando a intensidade de cor amarela. O b* tem relacdo direta com o teor de
gordura, uma vez que o [-caroteno, pigmentacdo responsavel pela cor, € lipofilico e tem
afinidade com as micelas de gordura. Pode-se inferir que 0s queijos com alto teor de gordura
apresentam uma cor mais amarela (QUEIROGA et al., 2013).

Embora ndo sejam regulamentados pela legislacdo, variagdes em relacdo ao teor de
proteina, valores de pH, acidez e cinzas também foram observadas em queijos Coalho. Freitas
Filho et al. (2012) avaliaram queijos de Pernambuco e obtiveram valores de pH entre 5,2 e
6,5, propriedade fisico-quimica que também pode interferir nas caracteristicas finais do
queijo.

O pH é um fator decisivo na qualidade do queijo Coalho, podendo variar entre 5,6 e 6,5
(SOUZA et al., 2014; FONTENELE et al., 2017), variacdo que pode interferir em suas
propriedades funcionais como derretimento e textura, considerando que as caracteristicas
principais do queijo Coalho sdo as bordas bem definidas e 0 ndo derretimento. Queijos com
valores de pH mais baixos, acidos, préximo ao ponto isoelétrico das caseinas (4,7), podem ter
menor dureza/ firmeza e mastigabilidade e maior coesividade devido a maior interacdo entre
as proteinas, e queijos com pH mais alto podem ter textura mais endurecida (MACHADO et
al., 2011).

Como observado, as propriedades tecnolédgicas dos queijos Coalho, como a textura e o
derretimento, podem ter relagdo com as suas caracteristicas fisico-quimicas e afetarem as
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propriedades tecnoldgicas do produto acabado. Uma das formas de avaliar a estrutura dos
queijos é por meio da Anélise do Perfil de Textura (APT). A textura é definida como o
conjunto de propriedades reoldgicas e estruturais de um alimento, perceptiveis pelos
receptores mecénicos, tateis e eventualmente pelos receptores visuais e auditivos. No teste de
APT ocorre a simulagdo da mordida pela acdo de compressdo e corte dos alimentos através
dos dentes durante a mastigacdo, consistindo em aplicagdes sucessivas de forcas
(deformantes) ao corpo de prova (BOURNE, 2002).

Durante a simulagdo da compressdo de uma mordida, se observa a representacdo da
movimentacdo da boca por duas vezes e 0 equipamento de andlise, equipado com uma
“probe” (para aplicacdo da forca), uma fonte de movimento e um registrador, proporciona o
estudo das propriedades mecénicas por meio da deformacdo produzida apds submeter o
alimento a uma determinada forga (SILVA, 2013).

Para a APT do queijo Coalho, Fogaca (2014) apontou que €& importante avaliar os
parametros de dureza/firmeza (N), coesividade, elasticidade (nm) e mastigabilidade (J), sendo
que a dureza é a forca necessaria para produzir certa deformacdo, a coesividade é a
quantidade de energia necessaria para romper as ligac6es internas das amostras; a elasticidade
é determinada como a capacidade do material deformado voltar a condicdo ndo deformada
depois que forca de compressao for removida; enquanto que a mastigabilidade corresponde a
forca para desintegrar o alimento solido até a degluticdo

Queiroga et al. (2013) avaliaram a composicao e aplicaram o APT em queijos Coalho
do Ceard e observaram que queijos com maior umidade possuiam menor dureza, sendo
justificado que a alta umidade levou ao enfraquecimento da malha proteica, tornando a matriz
do queijo mais macia. Queijos com maior acidez apresentaram-se mais macios, com menor
dureza, 0 que ocorreu pois a acidez causou alteracGes nos agregados de proteina afetando a
textura, mas quando foram armazenados por 28 dias a 10°C, queijos com pH reduzidos nédo
exibiram alteragcdes na dureza, uma vez que a atividade metabdlica a 10°C é limitada.

Em queijos ndo maturados como o Coalho, um dos fatores que mais contribuem para a
textura final do produto é a sua composicdo. Baixo teor de gordura pode acarretar em maior
interacdo entre as proteinas, promovendo uma matriz mais densa e, consequentemente,
aumento na coesividade, mastigabilidade e dureza. Além disso, variagdes no teor de umidade
também podem afetar a textura, ja que um maior teor de umidade resulta na textura mais
macia do queijo, além de também contribuir para 0 aumento do derretimento (FONTAN,
2013).
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O derretimento consiste na capacidade das particulas do queijo fluirem e formar uma
fase uniformemente derretida, que é direcionada inicialmente pela evaporacdo da agua e
fluidificacdo da gordura. No queijo Coalho esta é uma propriedade que se mantém intacta
apos o aquecimento (cerca de 100°C, até 7-10 minutos) (Brasil, 2001, Fogaga, 2014).

Segundo Machado et al. (2011), os fatores que interferem no derretimento séo: a) teor
de gordura presente no queijo, pois quanto maior, maior serd o derretimento no momento do
aquecimento; b) pH, pois quanto mais elevados, menor a desmineralizacdo e menor
derretimento devido a maior estruturacdo da malha protéica; c) protedlise da massa, sendo que
queijos mais Umidos tendem a apresentar protedlise mais acelerada e, portanto, tendem a
derreter mais. No caso de queijos Coalho, para a manutengdo do ndo derretimento, o ideal é
que 0 queijo esteja com o pH préximo a 5,8, pois em valores menores, 0 queijo apresentara
elevado grau de desmineralizagdo, provocando maior derretimento quando submetido ao
calor.

N&o foram encontrados estudos envolvendo o derretimento de queijos Coalho e a
relagdo com a sua origem geografica, mas estudos correlacionando o derretimento e o tempo
de armazendamneto de queijo Coalho tem sido realizados. Fogaca (2014) ao avaliar queijos
Coalho fabricados com diferentes tipos de &cido (acético, citrico, latico) observou que a
capacidade de derretimento também ndo foi influenciada pela adicdo de &cidos, mas foi
observado o aumento significativo no derretimento ao longo do tempo de armazenamento,
sendo 21,41% em 28 dias. Machado et al (2011) ao armazenarem queijos Coalho entre 3 e 90
dias observaram que houve aumento do derretimento a partir do 8° dia e quanto maior a
acidez maior foi o derretimento. Santos et al. (2011) ao avaliarem queijos Coalho, observaram
que valores de pH mais altos ndo favoreceram o processo de derretimento.

Diferencas no processo de fabricacdo dos queijos Caolho podem levar a diferentes
condicBes proteoliticas. Podem ser utilizados distintas enzimas coagulantes (coalho),
associadas a variacdes quanto ao seu poder de coagulacdo, a sua natureza. Os queijos podem
ser produzidos utilizando coalho de origem animal, vegetal ou microbiana e todos séo
caracterizados pela presenca de proteases que atacam a fracdo da k-caseina, provocando a
coagulacdo do leite (Dias et al., 2019). De acordo com Timén et al. (2019) enzimas de
distintas naturezas se diferem em relacdo a sua especificidade e, consequentemente, em
relacdo a protedlise primaria da caseina, levando a obtencdo de diferentes fracdes peptidicas.

Enzimas como a pepsina, além de romper a ligacdo 105-106 da k-caseina, continuam a
degradar rapidamente o restante da cadeia de aminoacios durante a coagulacdo do leite,
provocando maiores perdas de nitrogénio e gordura durante a producdo e influenciando na
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natureza dos peptideos obtidos (Nielson et al., 2018). Enzimas obtidas por cepa de origem
microbiana, como a Rhizomucor miehei possuem atividade proteolitica mais especifica e
acentuada em relagdo aos de origem animal (Timén et al., 2014). O poder coagulante dos
coalhos se referem a forca que o coalho possui para coagular o leite até 40 minutos, sob
temperatura controlada (45° a 55°C), podendo variar entre 50 a 2200 IMCU (International
Milk Clotting Units/mL) e quanto maior, menor o tempo de coagulagéo.

O tipo de coalho utilizado, o seu poder coagulante, as condi¢cdes de processamento
(temperatura de cozimento e o tempo de prensagem) e o o local de origem dos queijos tem
relacdo com as suas caracteristicas fisico-quimicas (umidade e atividade de agua (aw)), as
quais podem afetar diretamente a atividade proteolitica e enzimatica do queijo (Jesus et al.,
2020).

2.3. Indicacéo geografica e regides produtoras de queijo Coalho

A discriminagdo de queijos tem grande importancia, principalmente quando se refere a
produtos de grande valor cultural e comercial. Estabelecer a identidade de origem de um
produto é uma forma eficaz de agregar valor e credibilidade, concedendo-lhe um diferencial
de mercado em funcdo das caracteristicas de seu local de origem e proporcionando o maior
reconhecimento da regido produtora ao valorizar os aspectos regionais do produto (SILVA et
al., 2016).

As IndicacOes Geogréaficas (IG) sdo ferramentas coletivas de protecdo e promogédo
comercial de produtos tradicionais vinculados a determinados territorios que devem agregar
valor ao produto, proteger e promover a regido produtora e sua heranca histérico-cultural.
Funcionam como protetoras contra falsificacbes e usurpac6es indevidas dos produtos, levando
uma maior garantia para o consumidor e indicando que se trata de um produto especial e
diferenciado. (DIAS et al., 2018).

A Unido Europeia tem reconhecido e apoiado a diferencia¢do dos produtos numa base
regional, introduzindo uma estrutura integrada para a protecdo da origem geografica e das
técnicas tradicionais de producdo de diversos géneros alimenticios, como 0s queijos, que
correspondem as seguintes especificacdes: Denominacdo de Origem Protegida (DOP),
Indicacdo Geogréafica Protegida (IGP) e Especialidade Tradicional Garantida (ETG) (EU,
2011; MEDEIROS et al., 2016).

A DOP ¢ atribuida a queijos produzidos com matéria prima e area geografica

especificas e possui 0 maior nimero de registros dentre os queijos produzidos no mundo, tais
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como: Pecorino, Grana, Gouda, Parmigiano Reggiano, Gruyere, Camembert. A IGP também
tem relagdo com a area geogréfica, mas faz referéncia ao registro de apenas uma etapa de
producdo (Emmental, Blue Cheeses, Tomme de Savoie, Danablu) e a ETG compreende
produtos com caréater tradicional, desenvolvidos utilizando matérias-primas ou meétodos
tradicionais, como por exemplo a Mussarela na Italia (EU, 2011; WOODCOCK et al., 2008).

No Brasil, o Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI) possui a competéncia
para estabelecer as condicOes de registro e certificagdes de indicacdo de origem. O processo
de certificacdo envolve a capacidade de um grupo de produtores, industrias, entre outros, de
provar que determinado produto pertence a uma regido, dotada de topografia, clima, histéria e
processo de producgédo imemorial (INPI, 2019).

As Indicacbes Geograficas sdo divididas em Indicacdo de Procedéncia (IP) e
Denominagdo de Origem (DO). A IP se refere ao nome do local reconhecido por fabricar o
produto, como o Queijo Serro, Canastra e Minas Artesanal. Valoriza a tradi¢do produtiva e o
reconhecimento publico sobre a qualidade diferenciada do produto de uma determinada
regido, protegendo a relacdo entre o produto e sua reputagdo, em razdo de sua origem
geogréfica especifica. A DO designa que as caracteristicas do territorio ou origem geografica
agregam um diferencial ao produto, a exemplo do Queijo Artesanal Serrano, considerando
gue uma determinada area desenvolva um produto e que as caracteristicas sofram influéncia
exclusiva ou essencialmente em razdo das particularidades daquele lugar, incluindo fatores
naturais e humanos, ou seja, as peculiaridades daquela regido devem afetar o resultado final
do produto, de forma identificavel e mensuravel (WILKINSON et al., 2017).

Nos altimos anos, pesquisadores e consumidores tém mostrado maior interesse em
produtos regionais e tradicionais com certificacdes e este conceito envolve os fatores naturais,
humanos e estdo relacionados a area geogréafica e aos elementos que podem ocasionar tais
caracteristicas (DIAS et al., 2018).

O Estado da Bahia € dividido em diferentes mesorregides geograficas pelo Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2019), que sdo areas individualizadas em
unidades da federacdo, que apresenta formas de organizacdo no espaco geografico conforme
aspectos sociais, econdmicos, culturais e em todo o Estado existem regides produtoras de

queijo Coalho (Figura 2).
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Figura 2. Mesorregibes geogréficas da Bahia.
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Fonte: Superintendéncia de Estudos Econdmicos e Sociais da Bahia. Gorverno do Estado da Bahia (2019)

Embora existam dezenas de laticinios no Estado da Bahia com producéo expressiva de
queijos, as fabricas produtoras de queijo Coalho cadastradas na Agéncia de Defesa
Agropecuéria da Bahia (ADAB), 6rgao fiscalizador estadual, se localizam em quatro
mesorregides do Estado: Sul, Centro Sul, Nordeste e Extremo Oeste. Cada area e seus
respectivos laticinios sdo representativos em termos de producao ja que cada regido produtora
utiliza tanques de expansdo para receber a matéria-prima e 0s queijos sao produzidos com
leite bovino originado de um conjunto de produtores regionais (ADAB, 2018; SINDILEITE,
2018).

A origem dos queijos Coalho pode ter a sua identidade relacionada com as condigdes
edafoclimaticas estabelecidas pelo meio ambiente (DIAS et al., 2019). O clima, frequéncia de
chuvas e o bioma exercem influéncia na flora botanica das pastagens ofertadas aos bovinos,
afetando a composicdo do leite utilizado na producdo do queijo assim como elementos
naturais como a geologia, topografia e as técnicas de producdo de queijos podem influenciar
na composicdo da microbiota do leite e gerar modificacdes bioquimicas especificas no queijo.

Além disso, o0 uso de ingredientes e processos especificos influenciados por questdes culturais
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e locais podem também atribuir um conjunto de caracteristicas ao produto que se referem a
esséncia territorial (KAROUI et al., 2005a; KAROUI et al., 2005b; KAROUI et al., 2006;
KAROUI et al., 2007; JABRI et al., 2020).

Na Figura 3 sdo apresentados o bioma da regido Nordeste do Brasil (Figura 3A) e 0s
climas predominantes da Babhia, indicados pela frequéncia de chuvas (3B) e temperaturas
alcancadas anualmente (3C), em que se observam as diferencas climaticas de cada
mesorregido. Em toda a extenséo territorial da Bahia, pode-se observar diferentes biomas
como o de Mata Atlantica, Cerrado e Caatinga, além de variacfes no clima na maioria das
mesorregides da Bahia. A mesorregido Nordeste apresenta chuvas escassas e altas
temperaturas, com bioma de Caatinga, enquanto que a mesorregido Sul faz parte da Zona da
Mata Atlantica, com maior regularidade de chuvas, aspectos que podem gerar diferencas na

composicao dos queijos Coalho produzidos.

Figura 3. (A) Biomas do Nordeste Brasileiro (B) Temperaturas medias anuais do Estado da

Bahia e (C) Precipitagéo de chuvas anuais do Estado da Bahia
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Fonte: Embrapa (2014)

Nos ultimos anos, diversos critérios foram importantes para identificar a origem de
diferentes queijos e discrimina-los. A diferenciacdo quanto a origem geogréafica, associada a
investigacOes referentes a composicdo quimica, fisico-quimica, parametros de cor, teor e
perfil de &cidos graxos, perfil protedmico do queijo, entre outros, associados a oscilacdes
climéticas ou sazonais foram realizadas (GONZALEZ-MARTIN et al., 2011a; COZZI et al.,
2009; LIMA et al., 2017; DANEZIS et al., 2020).
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Aspectos referentes ao solo (KAROUI et al., 2005a), altitude (COZZI et al., 2009) e a
alimentagdo animal (GONZALEZ-MARTIN et al., 2011b; GUERRA et al., 2014) também
foram considerados na discriminacdo de queijos, uma vez que a diversificagcdo da composicao
boténica pode afetar a microbiota do leite e, consequentemente, as caracteristicas do queijo.
Além disso, o processo de producdo, bem como o tratamento térmico aplicado ao leite
também foram avaliados ja que a presenca de enzimas especificas sensiveis ao calor sdo
capazes de discrimina-los (PICQUE et al., 2002; ALEWIJN et al. 2018).

Em paises europeus, queijos tradicionais com IG, principalmente DOP’s tém sido
bastante estudados visando uma caracterizacdo precisa para buscar um certificado de
originalidade ou verificar a sua autenticidade, a exemplo dos queijos Parmigiano Reggiano
(CEVOLI et al., 2013a; CEVOLI et al., 2013b), Pecorino (LERMA-GARCIA et al., 2010),
Idiazabel (CATTANEO et al., 2009), Gruyére e L'Etivaz (KAROUI et al., 2007), onde foram
estudadas as caracteristicas quimicas, bioquimicas, sensoriais, reoldgicas e componentes
volateis.

Embora a protecdo de queijos com IG esteja circunscrita principalmente em paises
Europeus (KAROUI et al., 2007, CEVOLI et al., 2013a) o surgimento no mercado brasileiro
de produtos totalmente tipificados, podera ter importancia econémica, tecnologica e sociais e,
em decorréncia da popularidade, aceitabilidade e tradicdo do queijo Coalho na alimentagédo do
Nordestino, este produto apresenta grande potencial para obtencdo de IG, ocasionada pelas
suas caracteristicas, inclusive no Estado da Bahia (WILKINSON et al., 2017).

No Brasil, Indicacdes de Procedéncia ja foram concedidas a vinhos e espumantes do
Vale dos Vinhedos, café do Cerrado Mineiro e da Serra da Mantiqueira, carne bovina e
derivados do Pampa Gaucho, aguardentes (tipo cachaca e composta azulada) de Paraty e os
queijos do Serro e da Canastra. As DenominacGes de Origem foram fornecidas ao arroz do
Litoral Norte Gaucho e camardo da Costa Negra. No Estado da Bahia, algumas IP ja foram
atribuidas a alimentos como café verde em grdos do Oeste da Bahia, améndoas de cacau,
produzidas no Sul da Bahia, aguardente de cana da regido da Chapada Diamantina, uvas de
mesa e manga do Vale do Submédio Sdo Francisco (INPI, 2019).

Embora algumas IP’s tenham sido atribuidas a produtos da Bahia, nenhuma concesséo
de DO foi registrada, processo que demanda que caracteristicas da origem geografica sejam
atribuidas ao produto. Observa-se crescente 0 interesse e consumo de produtos lacteos
regionais como 0s queijos Coalho, principalmente se houver o registro de Indicacao

Geografica. Assim, é primordial o desenvolvimento de técnicas analiticas que permitam
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discriminar queijos de cada regido, agregar valor ao produto e contribuir com sua
rastreabilidade assegurando a sua autenticidade (FONTENELE et al., 2017).

2.4. CaracterizacGes Analiticas

2.4.1. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em Fase Reversa e avalia¢io

protedmica em queijos

O estudo da autenticidade e certificacdo da origem de produtos lacteos nos Gltimos anos
tem se baseado em diferentes abordagens analiticas. Dentre as mais aplicadas, a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em Fase Reversa (Reverse Phase High
Performance Liquid Chromatography-RP-HPLC) é uma técnica que se destaca por ser
bastante precisa na analise e separacdo de compostos especificos do leite e derivados para fins
de identificacdo e diferenciacdo dos produtos, principalmente avaliando peptideos (NIELSON
etal., 2017).

A RP-HPLC é definida como um método de separacdo de componentes de uma amostra por
meio do processo de migragdo de solutos que ocorre em uma fase movel liquida e os componentes
presentes em determinada amostra sdo seletivamente retidos por uma fase estacionéria. A
depender das interacdes entre as fases e 0s solutos presentes na amostra ocorre a sua retengédo com
maior ou menor facilidade em diferentes locais da coluna, de acordo com a afinidade, sendo que,
quanto maior for a interacdo com a fase mével, menor serd o tempo que o soluto levara para sair
da coluna. Assim, ao se obter informagdes como a posi¢do do pico ao longo do tempo de retencéo
e a altura ou &rea do pico da amostra investigada é possivel avaliar os perfis dos constituintes por
meio da analise dos cromatogramas (TIMON et al., 2018).

Esta técnica tem sido utilizada na avaliacdo de peptideos presentes em queijos, utilizados
como marcadores moleculares das caracteristicas do produto, jA que estes podem ser
caracteristicos de uma determinada regido de onde é produzido, podendo a RP-HPLC ser utilizada
para Indicacbes Geograficas ou diferenciagdo de queijos de acordo com sua origem
(GONCALVES et al., 2016, FONTENELE et al., 2017)

Peptideos sdo compostos resultantes da unido entre dois ou mais aminoacidos, por meio de
ligacdo peptidica e a juncédo de diversos fragmentos de peptideos formam as proteinas (Figura 4),
sendo que estas fracBes peptidicas podem ser utilizadas para identificacdo e diferenciacdo de
derivados lacteos. Em queijos, as proteinas e suas fracGes sofrem degradacdes, processo

denominado de protedlise, que consiste na quebra de sua estrutura tridimensional e,
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consequentemente, em mudancas conformacionais, dando origem a peptideos de menor massa
molecular e amino&cidos livres (DA SILVA, 2012).

Figura 4. Desenho esquematico relativo a estrutura de peptideos e proteinas
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Fonte: Lima et al. (2017)

As proteinas do leite sdo consideradas umas das mais importantes fontes de peptideos,
assim como os queijos. (TIMON et al., 2014). Além dos efeitos benéficos para o organismo
apos a ingestdo, reacGes proteoliticas podem ocasionar a formacdo e/ou degradacdo de
peptideos que auxiliem na identificacdo de queijos com caracteristicas proprias, ndo sé como
marcadores referentes a cada amostra, como também na caracterizacdo da individualidade do
produto, sendo que a identificacdo de peptideos pode auxiliar na rastreabilidade de queijos
(GONGALVES et al., 2016)

RP-HPLC tem sido comumente aplicada para analisar caracteristicas dos perfis
peptideos do queijo Coalho produzidos de diferentes locais do Nordeste por meio de estudos
exploratérios, a fim de obter marcadores moleculares por regido para auxiliar em indicac6es
geograficas e/ou caracterizar os peptideos, como ocorreu nos estudos de Silva et al. (2016),
Fontenele et al. (2017) e Dias et al. (2019).
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Silva et al. (2016) realizaram um estudo do perfil peptidico de queijos Coalho de seis
cidades da regido semi-arida do Pernambuco utilizando a RP-HPLC e os resultados
mostraram que foram encontrados variedades de peptideos oriundos de fragmentos da a-, - €
k-caseinas, conhecidos pela literatura e 40 peptideos ndo foram identificados mas foram
considerados importantes para contribuir com a qualidade e caracteristicas sensoriais do
queijo Coalho e servirem como marcadores moleculares ou como uma impresséo digital
(fingerprints) para a caracterizagao e controle de qualidade deste queijo.

Fontenele et al. (2017) buscaram identificar peptideos de queijos Coalho da regido de
Jaguaribe, Ceara, Brasil, como etapa para a Desiginacdo de Origem Protegida (DOP). Quando
aplicada a RP-HPLC observou-se que o perfil peptidico dos queijos produzidos na regido
estudada se assemelharam, porém diferiram de queijos do Estado de Pernambuco. Com o
sequenciamento dos peptideos por espectrometria de massas foi possivel identificar os
peptideos, que em sua maioria eram oriundos da B-caseina.

Embora tenha sido utilizada a RP-HPLC para esta finalidade, ainda sdo poucos os
estudos que associam a técnica cromatografica as analises quimiometricas que poderiam
auxiliar na diferenciacdo de queijos. No estudo de Guerreiro et al. (2013) verificou a
autenticidade de 13 queijos portugueses com DOP utilizando RP-HPLC e Analise de
Componentes Principais (ACP). Para a pesquisa, 12 picos do perfil peptidico dos queijos
foram comparados com padrbes de caseina dos leites utilizados para a producdo de cada
queijo e por meio do ACP foi possivel identificar as similaridades entre as fracdes peptidicas
dos leites e queijos, permitindo a identificagdo da origem dos queijos.

Assim, mostra-se que RP-HPLC é uma técnica de separacdo de compostos muito
utilizada em queijos, e isso se deve, entre outros fatores, a sua boa sensibilidade, facil
adaptacdo e grande aplicabilidade. Esta técnica é considerada altamente discriminante e

importante para avaliacdo da autenticidade e qualidade de queijos (KOKAK et al., 2020).

2.4.2. Técnicas Espectroscopicas no Infravermelho: NIR e MIR

Diversas metodologias tem sido aplicadas para discriminacdo de queijos em relacdo a
sua origem, a exemplo da eletroforese, cromatografia e espectrometria de massa, no entanto,
sdo métodos trabalhosos, de custo elevado e, apesar de sensiveis sdo inviaveis quando o fluxo
de trabalho é rapido e a mdo-de-obra é reduzida (ESTEKI et al., 2018). A espectroscopia no
infravermelho representa uma boa alternativa para esta investigacdo por ser uma técnica

rapida, ndo destrutiva, que ndo necessita de pré-preparo da amostra € ndo demanda o0 uso de
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reagentes, proporcionando analise de maltiplos componentes com economia de tempo e de
custo, além da versatilidade dos equipamentos e obtencdo da impressdo digital, sendo uma
valiosa ferramenta de triagem ou estudo preliminar (PASQUINI, 2018).

A espectroscopia estuda a interacdo da radiacdo eletromagnética com a matéria que
ocasionam movimentos vibracionais e rotacionais pela absor¢do de energia dos compostos
quimicos. Os grupos funcionais das moléculas tem frequéncia vibracional Gnica e o conjunto
destes grupos resulta em uma impressdo digital que pode ser aplicada para confirmar a
identidade de queijos (LOHUMI et al., 2015).

Os espectros de absorcdo, emissdo e reflexdo no infravermelho (IR) de espécies
moleculares se originam de variagdes de energia produzidas por transicbes moleculares de um
estado de energia vibracional ou rotacional para outro. A frequéncia da radiacdo absorvida
corresponde a frequéncia da vibracdo molecular responsavel pela absorcdo, que é limitada
principalmente as especies moleculares que possuem pequenas diferencas de energia
(KAROUI et al., 2017).

Para uma molécula absorver radiagdo IR ocorre uma variagdo no momento dipolo
durante seu movimento rotacional-vibracional, causando varia¢des nas posicdes e amplitude
dos movimentos dos atomos, que ndo séo fixos e oscilam continuamente. As vibragdes podem
ser classificadas nas categorias de estiramento e deformacdo, em que uma vibragdo de
estiramento envolve uma variagdo continua na distancia interatdmica ao longo do eixo de
ligacdo entre dois atomos e as vibracdes de deformacdo sdo caracterizadas pela variagdo no
angulo entre duas ligacoes (KAMAL e KAROUI, 2015).

Na regido do IR, maior destaque tem sido dado as técnicas espectroscdpicas no
Infravermelho Proximo (NIR) e Médio (MIR), as quais, associadas com a quimiometria, tem
sido utilizadas com sucesso para a autenticacdo de queijos, por meio de andlises qualitativas e
quantitativas (RODRIGUEZ-SOANA et al.,, 2011; KAMAL e KAROUI et al., 2015;
MEDINA et al., 2019).

As informacdes estruturais fornecidas pelos espectros do NIR sdo decorrentes da
transicdo de dois ou mais niveis de energia (sobretons) devido a anarmonicidade das
vibragdes fundamentais. As bandas apresentam-se mais largas, menos intensas e mais
sobrepostas que na regido MIR, e se relacionam com combinacgdes e ressonancias de ligacoes
doHcomO, Ne C (C-H, N-H e O-H) (Tabela 1).
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Tabela 1. Bandas e associac6es de grupos funcionais nas regides NIR e MIR em queijos.

NIR (780 — 2500 nm)

Comprimento de onda (nm) Associagdo Referéncia

982, 1456, 1940 O-H, agua Alinovi et al.(2019); Cevoli et al.(2013a)

926, 1208-1214, 1390, 1728, C-H/C=0, Lenart et al. (2012); Andueza et al. (2013); Holroyd et
1762, 1878-1886, 2070, 2308, gordura al. (2013)

2234-2348

1480-1550, 1502, 1584, 1620— N-H, proteina Lenart et al. (2012); Holroyd et al. (2013); Alinovi et
1700, 2056, 2174 al. (2019)

MIR (4000-400 cm?)

Numero de onda (cm™) Associacao Referéncia
3700-3000 O-H, agua Lerma-Garcia et al. (2010); Leite et al. (2019)
2922,2852, 1460-1400, C-H, gordura Cuibus et al. (2014); Andrade et al. (2018); Leite et al.
951,64-721 (2019)
2200, 2924-1750, 1147-1000,  C=0, gordura Andrade et al. (2018); Rodriguez-Soana et al. (2006)
951,64 - 721
1647-1550, 1700-1490 C=0/C-N/N-H, Andrade et al. (2018); Jesus et al. (2020)

amidas lell
1377 -1321, 1490-950 C-O/C-0OH/ C-H,  Martin-del-campo et al. (2007); Andrade et al. (2018)

carboidratos

Os espectros do MIR ocorrem pelas vibragfes moleculares fundamentais rotacionais-
vibracionais e possuem bandas mais intensas, relativas ao O-H, C-H, C=0, C-N, N-H. A
introducdo da técnica de Infravermelho com Transformada de Fourier-Reflectancia Total
Atenuada (FTIR-ATR) tem favorecido o uso do infravermelho para analises de queijos,
principalmente na regido MIR, por permitir analises ainda mais rapidas, devido a leitura ser
realizada na porcdo mais superficial da amostra e as analises ocorrerem simultaneamente
através do interferometro (RODRIGUEZ-SAONA et al., 2006; MARTIN-DEL-CAMPO et
al., 2007a; LEI et al., 2019).

Os interferometros sdo constituidos de um divisor de feixes, um espelho fixo e um
espelho movel. A radiacdo incidente é divididas entre os dois espelhos e se recombinam,
levando a uma diferenca entre os caminhos 6pticos que passam pelo interferdmetro. O feixe
resultante entra em contato com a amostra, onde ocorrem as absorgdes, transmissdes e/ou
reflexdes, gerando o interferograma. Ao se aplicar a Transformada de Fourier ocorre a
conversao dos dados do interferograma em um grafico que representa a quantidade de
radiacdo detectada em funcdo da frequéncia da radiacdo (nimero de onda), chamado de
espectro, sendo possivel a realizacdo de analises mais rapidas (CEVOLI et al., 2013a).

A discriminacdo da origem de queijos por meio do MIR ou NIR tem se baseado na

analise do comportamento espectral ou de bandas especificas, uma vez que estas refletem as
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variagdes ocorridas nos aspectos fisico-quimicos, texturais ou de composi¢do (GORI et al.,
2012). As bandas originadas pela vibracdo e rotacdo dos grupos funcionais relativos a dgua
(umidade ou atividade de agua) e a gordura tem sido utilizadas para indicar diferengas quanto
ao tipo de processamento e ao leite utilizado, assim como das proteinas/amidas que permitem
a deteccdo de peptideos especificos de uma regido podendo ocorrer variagcbes na absorcao
destas bandas (Figura 5) (KAROUI et al., 2005b; SARA et al., 2018).

Figura 5. Espectros caracteristicos de queijo nas regides do infravermelho proximo e médio e

a discriminagdo da origem.
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Fonte: Bergamachi et al. (2019)
A verificacdo da autenticidade de queijos por meio da analise de adulterantes e

verificacdo dos estagios de maturacdo também ja foram realizados anteriormente por meio
destas técnicas. Adicdo ou substituicdo de componentes proibidos pela legislacdo que podem
levar a variacdes do perfil lipidico, protéico, de carboidrato (lactose) ou alterac6es na umidade

do queijo, podem ser verificadas por meio das bandas relativas a agua, gordura,
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proteinas/amidas e carboidratos (SOTO-BARAJAS et al., 2013; LEITE et al., 2019;
VISCONTI et al., 2020). Enquanto que as caracteristicas fisico-quimicas e texturais do queijo
determinadas por diferentes estagios de maturacdo podem ser analisadas pelas bandas
referentes a gordura (triacilglicerideos e ligacdo ésteres), carboidratos (lactose), umidade
(hidroxilas) e proteinas (amidas) para a identificacdo de peptideos, proprios do processo de
protedlise (ALINOVI et al., 2019; JESUS et al., 2020; ANDRADE et al., 2018).

A hidrélise das caseinas e formacdo dos peptideos dos queijos podem gerar efeitos
difentes na rotacdo e vibracdo dos grupos funcionais das amidas dos peptideos, detectaveis
por meio da absor¢édo no IR e, segundo Glassford et al. (2013) e Wang et al. (2011), as amidas
no espectro do IR também sdo sensiveis a mudancas na conformacdo das estruturas

secundarias como a-hélice, folhas 3 (Figura 6).

Figura 6. Desenho esquematico sobre os grupos amidas dos peptideos e estrutura

secudaria das proteinas.
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Fonte: Glassford et al. (2013)

A aplicacdo do IR para avaliacdo das proteinas ja foi realizada em queijos suicos
(RODRIGUEZ-SOANA et al., 2006; KOCA et al., 2007), Mussarela (SARA et al., 2018),
Gouda, Pecorino (ANDRADE et al., 2018), Cheddar (WANG et al., 2011), Cantal (LOUDIYI
et al., 2018) para avaliacdo da autenticidade e verificacdo do estagio e tempo de maturacdo de
queijos, contudo sdo escassos 0s estudos que utilizam peptideos sollveis extraidos de queijos

para a sua discriminacdo e classificacdo de acordo com a sua origem.
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O MIR e NIR associados com a quimiometria ja foram aplicados anteriormente em
produtos lacteos como leite fluido, leite em p6, manteiga e soro de queijo para a predi¢do da
composi¢do quimica/fisico-quimica (MELFSEN et al., 2012), quantificacdo de adulterantes e
reconstituintes (WU et al., 2008; Botelho et al., 2015; ANDRADE et al., 2019; CONCEICAO
et al., 2019) e identificacdo da mistura de leite de espécies diferentes (SILVA et al., 2020),
assim a aplicacdo de ambas as técnicas para a discriminacdo e identificacdo de origem de
queijos tem ganhado destaque (OTTAVIAN et al., 2012; GONZALEZ-MARTIN et al., 2014;
BERGAMASCH et al.,, 2020) e para conhecer o0s principais estudos utilizando esta
abordagem, faz-se necessario o entendimento sobre a quimiometria e as principais analises

multivariadas.

2.5. Quimiometria e discriminagdo de queijos por origem

Os dados espectrais obtidos na analise por infravermelho possuem inimeras variaveis,
com diversas informacdes de origem quimica e fisica, complexas, altamente correlacionadas
(multicolinearidade), distribuidas ao longo de todo o espectro (LEI et al., 2019). A aplicacdo e
0 sucesso dos metodos envolvendo a espectroscopia de infravermelho depende diretamente da
aplicacdo de tecnicas multivariadas adequadas, sem as quais a espectroscopia por
infravermelho teria aplicacdo limitada. Com a analise multivariada é possivel promover a
reducdo da dimensionalidade e a extragcdo das informag6es essenciais do conjunto de dados.
Isso permite a utilizacdo da espectroscopia do infravermelho na autenticidade e na
identificacdo da origem dos queijos em termos de procedéncia geogréafica, do processo de
fabricacdo, determinacdo de parametros de qualidade, dados de composicdo e informacdes
declaradas de maneira ndo auténtica no rotulo dos queijos (KAMAL e KAROUI et al., 2015;
ABBAS et al., 2018; MEDINA et al., 2019).

A analise do IR associada a quimiometria envolve etapas essenciais como: (a) preparo
da amostra, mesmo que seja minimo; (b) obtencdo e (c) tratamento dos espectros e (d) analise
multivariada (LOHUMI et al., 2015; ESTEKI et al., 2018; PASQUINI, 2018).

Para a maioria das pesquisas o0 preparo da amostra de queijo € minimo e o que
normalmente ocorre é a reducdo do seu tamanho por meio da moagem (VISCONTI et al.,
2020; LOUDIYI et al., 2018). A obtencéo e tratamento dos espectros, em alguns casos, ocorre
com o0s espectros brutos ou é realizado o seu pré-processamento com a aplicacdo de
tratamentos de suavizacdo da linha de base ou correcdo dos parametros de luz, como

Multiplicative Scatter Correction (MSC), Standard Normal Variate (SNV), primeira e

40



segunda derivada para a remocdo dos desvios de linha base ndo lineares ocasionados pelo
espalhamento multiplicativo da luz (CEVOLI et al., 2013a; GONZALEZ-MARTIN et al.,
2014; ANDRADE et al., 2018).

A aplicacdo da andlise multivariada pode ocorrer por meio do uso de métodos
qualitativos, de classificacdo e reconhecimento de padrdes, e de métodos quantitativos, de
regressdo. Os métodos qualitativos podem ser aplicados por meio do método de aprendizado
supervisionado ou ndo supervisionado. Os ndo supervisionados agrupam o conjunto de dados
sem a definicdo anterior de categorias especificas ou padrdes, como a Analise de
Componentes Principais (ACP), enquanto que, os métodos supervisionados (Analise Linear
Discriminante - ALD) possuem uma etapa de treinamento/calibracdo, baseada na atribuicao
prévia de classes, a fim de construir modelos matematicos que serdo usados para prever
objetos desconhecidos e alocad-los em grupos mais provaveis de pertencer, por meio de
correlacdes entre as classes, que sdo mutuamente independentes (ESTEKI et al., 2018).

Para a organizacdo dos conjuntos de dados (treinamento e validacdo) e selecdo de
variaveis podem ser aplicados o método aleatorio ou o algoritmo Kennard-Stone que garante
gue as amostras mais representativas sejam selecionadas, através de uma varredura uniforme
dos dados espectrais (BOTELHO et al., 2013).

As pesquisas que envolvem a identidade de origem de queijos, em sua maioria, iniciam
com a analise exploratoria dos dados ndo supervisionados (ACP) e seguem com etapas de
aprendizado supervisionado (LDA), quando o objetivo principal abrange a caracterizacdo do
produto e diferenciacdo entre eles (PILLONEL et al., 2007; GONZALEZ-MARTIN et al.,
2011a; CEVOLI et al., 2013a), ou também, podem ser conduzidas diretamente pela aplicacéo
de métodos lineares ou ndo lineares para a classificacdo de compostos, como as Redes
Neurais Artificiais (RNA) (GUERRA et al, 2014; SANCHEZ et al., 2018a;
BERGAMASCHI et al., 2020).

2.5.1. Analise de Componentes Principais (ACP)

A ACP é uma das ferramentas mais importantes na quimiometria, pois se configura
como a base do reconhecimento de padrdes, classificacio e calibracdo multivariada. E
utilizada com o objetivo de reduzir a dimensionalidade do conjunto de dados, visualizar a sua
estrutura por meio do desenvolvimento de modelos gréficos, classificar as amostras de
interesse em diferentes grupos de acordo com a similaridade e/ou diferencas das
caracteristicas avaliadas (MINGOT]I, 2007).
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Fundamenta-se essencialmente na reducdo da complexidade dos dados originais por
meio da sua transformagdo em um menor conjunto de dados. Ocorrem combinacdes lineares
do conjunto original de varidveis, que na maioria dos casos, possuem grandes matrizes de
dados (como os espectroscopicos, por exemplo) gerando outra matrizes menores (de variancia
e covariancia ou correlagédo) com dados ortogonais, ndo correlacionadas capaz de diferenciar
amostras de interesse (FERREIRA, 2011; KAMAL e KAROUI, 2015).

Inicialmente, ocorre a transformacdo da matriz de dados originais em uma matriz de
correlagéo, seguida da obtencdo dos autovalores e seus respectivos autovetores normalizados
e sdo obtidos os componentes principais. Cada CP gerado contém uma quantidade méaxima de
variacdo em relacdo aos dados originais e ndo apresentam correlagcdo entre si, ous seja, as
informacGes totais dos dados originais estdo contidas nos componentes principais gerados e
cada componente retém, em ordem decrescente, uma porcentagem da variancia original
(PACHECO et al., 2013).

Além de seu uso como um método de agrupamento de dados, a ACP permite a
realizacdo de uma analise rigorosa das variaveis avaliadas, agrupando-as e detectando aquelas
que pouco contribuem para o entendimento sistémico dos dados e aquelas com maior
importancia do ponto de vista estatistico, que possuem maior peso (loadings) na combinacéo
linear dos primeiros CP, sendo possivel utilizar um menor nidmero de variaveis, com menor
perda possivel de informacgdes (MINGOTI, 2007).

A ACP foi utilizada nos estudos de Cevoli et al. (2013a), Andrade et al. (2018), Leite
et al. (2019), Alinovi et al. (2019) e Pax et al. (2019) com o objetivo de avaliar a
identificacdo, separacdo e/ou diferenciacdo de queijos submetidos a analises de MIR ou NIR
de diferentes variedades, de origens distintas e/ou para verificar a sua autenticiadade e
obtiveram sucesso na diferenciacdo, sendo observada a formacéo de grupos no espaco bi e tri
dimensionais.

Karaziack (2016) avaliou o comportamento espectral no Infravermelho proximo (NIR)
dos queijos Cheddar, Mussarela, Prato, Requeijdo e queijo Coalho associado a analise dos
componentes quimicos, fisico-quimicos e as propriedades tecnoldgicas associadas ao ACP no
intuito de verificar a diferenciacdo destas variedades de queijo sendo possivel visualizar as

diferencas espectrais entre eles ao se localizarem em quadrantes distintos no grafico.
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2.5.2. Analise Linear Discriminante (ALD)

A ALD é um dos métodos supervisionados mais utilizados para analises e autenticacdo
de alimentos, envolvendo a caracterizacao, deteccdo de adulteracéo e identificagcdo de origem
(GONZALEZ-MARTIN et al., 2011a; GORI et al., 2012; BERGAMASCH et al., 2020). E
uma técnica estatistica de classificacdo de amostras que tem por objetivo permitir a sua
discriminacédo de dois ou mais grupos pré-definidos (JIN e AN, 2011).

A ALD é dividida em etapa de treinamento e validacdo, em que no treinamento se
atribuem os objetos a grupos conhecidos, a fim de construir modelos matematicos de
classificagdo por meio de correlagdes entre as classes que serdo subsequentemente utilizados
para prever objetos desconhecidos e aloca-los no grupo que tem maior probabilidade de
pertencer, na etapa de validacdo, sendo etapas mutuamente independentes (ESTEKI et al.,
2018).

Ocorre a identificacdo de caracteristicas similares das amostras e alocagcdo em seus
determinados grupos por meio da obtencdo de uma funcéo linear discriminante que estabelece
relaces entre uma variavel dependente e variaveis independentes, e também pela criagdo de
indices que permitem classificar novas amostras nos grupos previamente definidos,
identificando grupos similares e classificando novos casos, onde a insercao é feita no grupo
em que o0 caso tem maior probabilidade de pertencer, com base nas caracteristicas do novo
grupo (MINGOTI, 2007).

Esta analise multivariada se caracteriza por formar uma combinacéo linear das variaveis
originais, com separacdo maxima das populacdes estudadas, sendo capaz de maximizar a
razdo entre as somas dos quadrados entre grupos e a soma de quadrados dentro dos grupos
(DAS e NENADIC, 2008). Um dos metodos utilizados na aplicacdo da ALD ¢é a validacao
cruzada ou cross-validation que é capaz de aleatorizar os dados no proprio processo de
analise e tem por objetivo localizar o erro médio de validacdo estimado para o modelo
treinado e a cada subconjunto de treinamento, um novo modelo é treinado e validado, sendo
medida a capacidade preditiva do modelo pelo calculo das estimativas de erro de validacéo.
Geralmente € utilizado para se obter melhores valores da estimativa da precisdo e produzir um
desempenho de generalizacdo satisfatorio e com confiabilidade (HAIR JR. et al., 2010;
PESTANA e GAGEIRO, 2014).

Os estudos de Pillonel et al. (2003), Lerma-Garcia et al. (2010) e Bergamash et al.
(2020) utilizaram a espectroscopia associada a ALD para discriminar queijos provenientes de

diferentes paises/regides, processo de fabricacdo e sistema de agricultura utilizado, obtendo
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taxas de classificacdo correta de 100%, >95% e 73,5% na etapa de validagéo,

respectivamente.
2.5.3. Redes Neurais Artificiais

As RNA consistem em modelos computacionais inspirados no sistema nervoso,
capazes de estimar, classificar, otimizar dados e realizar o processo de aprendizagem a partir
de dados reais. A aplicacdo das redes em relacdo aos modelos empiricos revela vantagens por
capturar relagdes funcionais entre variaveis de entrada e saida e acumular conhecimentos por
meio do processo de aprendizagem para, posteriormente, disponibiliza-las para predicdo ou
classificagdo de quaisquer dados fornecidos a ela, representando uma ferramenta valiosa na
avaliacdo da qualidade e autenticidade de alimentos. As caracteristicas mais atrativas das
RNA estdo associadas com a elevada habilidade em mapear sistemas nao-lineares,
aprendendo os comportamentos envolvidos a partir de informacdes obtidas previamente
(SINGH et al., 2009).

Os neurdnios artificiais representam um conjunto de unidades de processamento que Sao
interligadas por conexdes matematicas, formando subgrupos estruturais correspondentes as
camadas de entrada, camadas ocultas e de saida. Os sinais captados através dos neur6nios na
camada de entrada séo transferidos para as camadas intermediarias e ponderados através dos
pesos sinadpticos até a camada de saida, processamento que ocorre em paralelo, em todos 0s
neurdnios, sendo distribuida a informacdo automaticamente para todas as unidades que
compdem a rede (SILVA et al., 2010).

Os neurbnios sdo compostos pela funcdo agregadora, limiar de ativacdo, potencial de
ativacdo, funcdo de ativacdo e saida, que se refere ao grupo que se deseja classificar ou
prever. A funcdo agregadora recebe o0s sinais e realiza a soma dos produtos destes sinais,
enquanto que o limiar de ativacdo é uma constante que permite a passagem da informacéo
para a funcao de ativacdo, responsavel por transmitir as somas ponderadas de informagdes. O
potencial de ativacdo esta relacionado ao valor de saida da funcdo geradora e de entrada da
funcdo de ativacdo, que € responsavel por modificar o valor do potencial de ativacdo para a
obtencdo da resposta no neurénio de saida, para se obeter a resposta que se busca (Figura 7)
(ELMOLLA et al, 2010).
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Figura 7. Rede Neural Artifical e unidades de processamento do neurénio artificial
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Fonte: Silva et al. (2010)

As redes podem ser orginazadas com diferentes configuragdes, sendo as redes do tipo
Perceptron Multilayer (MLP) muito utilizadas para a solucdo de varios problemas que
envolvem altos graus de nédo-linearidade. Para o processo de aprendizagem, os algoritmos de
aprendizagem operam de maneira diferente e nas redes de multicamadas comumente se utiliza
do algoritmo Backpropagation, no qual o aprendizado se da por um processo de
retropropagacdo do erro. O Resilient Propagation uma versdo aperfeicoada do algoritmo
Backpropagation, atualmente também € bem difundido e tem por objetivo tornar o processo
de convergéncia mais eficiente (KHATAEE et al., 2010).

As RNA ja foram aplicadas anteriormente em produtos lacteos na deteccdo de fraude
em leite fluido, por meio da mistura de leite de diferentes espécies (SILVA et al., 2020) e na
deteccdo de adulterantes e reconstituintes como uréia, bicarbonato de sédio, hidroxido de
sodio e peroxido de hidrogénio (CONCEICAO et al., 2019) associados ao FTIR-ATR. Foi
obtida classificacdo de até 100% para deteccdo de adulteracdo de leite de vaca em bufala e
maior que 76,6% para todos os adulterantes, respectivamente, demostrando que € uma
ferramenta que pode ser utilizada na verificacdo da autenticidade de produtos lacteos.

Em queijos, Soto-Barajas et al. (2013) utilizaram as RNA junto ao NIR para verificar
o0 nivel de adulteracdo de queijos Zamorano adulterados com misturas de leite de vaca, ovelha
e cabra, obtendo-se 75% de classificacdo correta na etapa de validacdo. Vasquez et al. (2018)
realizaram a predicdo da textura de queijos suicos durante o processo de maturacao utilizando
perfis espectrais e como resultado, foi possivel utilizar os modelos de redes neurais para

prever as propriedades de textura desse tipo de queijo ao longo do periodo de maturacéo.
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2.6. Estado da Arte: aplicacdo do MIR e NIR associado a quimiometria para
discriminagdo da origem de queijos

A espectroscopia NIR tem sido largamente aplicada para identificacdo de origem em
queijos (Capitulo V - Table 2), de acordo com diversas abordagens, no entanto, estudos
envolvendo queijo Coalho ainda n&o foram realizados. A maioria das investigagdes com o
NIR para esta perspectiva envolveu a diferenciacdo em relagdo a procedéncia geografica,
como paises e regides diferentes, principalmente de queijos com origem protegida
(PILLONEL et al., 2003; KAROUI et al., 2005b; CATTANEO et al., 2008; OCA et al.,
2012). O tipo de processamento e as cadeias de producdo (KAROUI et al., 2006; COZZI et
al., 2009), o regime de alimentacdo dos animais (ANDUEZA et al., 2013; BERGAMASCHI
et al., 2020) e a sazonalidade (GONZALEZ-MARTIN et al., 2011b; GONZALEZ-MARTIN
et al., 2014) também foram critérios utilizados para a diferenciagéo dos queijos.

A utilizagcdo do NIR para esta finalidade ocorreu com amostras raladas, compostas
pelo queijo inteiro como apresentado por Cozzi et al. (2009) e Andueza et al. (2013) e pela
casca ou miolo para queijos com caracteristicas distintas em sua parte interna e externa devido
ao processo de maturacdo, como observado por Karoui et al. (2005b) e Bergamaschi et al.
(2020).

Quanto a obtencdo e tratamento dos espectros, a maioria dos autores utilizou o0s
espectros brutos, a exemplo de Pillonel et al. (2003) e Karoui et al. (2005b), enquanto que
Oca et al. (2012) aplicaram os tratamentos de correcdo de luz Standard Normal Variate
(SNV) e Cevoli et al. (2013a) e Cevoli et al. (2013b) utilizaram o Multiplicative Scatter
Correction (MSC), sendo observada a reducdo no nimero de variaveis latentes na aplicacédo
da anélise multivariada e maior percentual de explicacdo da variabilidade dos dados originais.

A composicdo quimica e as caracteristicas fisico-quimicas dos queijos sao refletidos
nos espectros do NIR, parametros que contribuiram para diferenciacdo destes em diversos
estudos. Gonzalez-Martin et al. (2011a) e Oca et al. (2012) apontaram que as diferencas
espectrais podem ter relacdo com o tipo de forragem consumida pelos animais, condicGes da
pastagem, raca e estagio de lactacdo animal ou também com o tratamento térmico utilizado
para o leite. Cozzi et al. (2009) utilizaram o NIR como uma alternativa as analises quimicas
para discriminar queijos Asiago d’Allevo produzidos em regides de alpes, montanhas e
varzeas da Itélia e aplicando o ACP foi possivel visualizar a formacao de grupos distintos no

espaco bidimensional. Observou-se que as bandas relacionadas com o estiramento e
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deformacdo de grupos CH e CH. das moléculas de lipideos contribuiram com a indicacdo
geografica destes queijos e na visualizagcdo das diferencas existentes no teor dos &cidos
graxos.

Os métodos quimiométricos comumente utilizados para a diferenciagdo entre as
amostras em relacdo a sua proveniéncia ocorreu principalmente pela Analise Linear
Discriminante e Analise Fatorial Discriminante (ALD/AFD) e o ACP. Karoui et al. (2005b)
diferenciaram queijos Emmental de regies da Europa por meio do NIR e das caracteristicas
fisico-quimicas, e aplicando ALD/AFD foi obtido entre 86,8%-100% de classificacdo correta.
Resultado semelhante foi obtido por Karoui et al. (2006) ao aplicar o AFD junto ao NIR em
queijos de zonas de producéo diferentes tendo como resultado percentual de classificacdo
correta de 90,7% e 80,6% da calibracéo e validacdo, respectivamente.

Cevoli et al. (2013a) aplicaram ACP e RNA utilizando o NIR e 0 MIR (FTIR) a fim de
classificar queijos Parmigiano Reggiano, que possuem DOP de acordo com a conformidade
do conteudo de casca, critério que é exigido pela legislacdo (18%) para obtencdo da origem
protegida. Com a ACP foi possivel a diferenciacdo dos queijos e 0 modelo de RNA foi capaz
de classifica-los corretamente em seus respectivos grupos, obtendo 95,5% e 96,7% de
classificagdo para o NIR e MIR, respectivamente, demonstrando que ambas as téncicas
possuem boa capacidade preditora e sdo adequadas para a classificacdo e discriminacdo de
queijos produzidos em locais distintos, principalmente quando se utiliza ACP e RNA.

A espectroscopia MIR foi empregada para identificacdo de origem em pesquisas
cientificas por meio de diversas abordagens, sendo observado que a técnica FTIR-ATR
apresentou maior aplicacdo entre 2003 e 2020, sendo a ALD e o ACP as ferramentas
qguimiométricas mais exploradas para discriminar os queijos (Capitulo V - Table 2). Queijos
com DOP como Gruyere e L'Etivaz tiveram sua origem investigada por Karoui et al. (2005a)
e Karoui et al. (2007) e ambos os estudos utilizaram 0s espectros brutos, sem tratamento
prévio para a aplicacdo da analise multivariada. Aplicou-se o AFD nos escores da ACP, nas
regides espectrais 900-1500 cm™ (relacionada com as ligacbes de C, H e O, referente aos
carboidratos), 1500-1700 cm™? (referentes as amidas | e I1) e 2800-3000 cm™ (correspondente
aos grupos metil e metileno dos acidos graxos), obtendo taxas de classificacdo correta,
variando entre 80% e 90,9%. Os resultados encontrados por Gori et al. (2012) indicaram que
dos 36 queijos analisados por MIR, ALD e ACP classificaram com sucesso 0S queijos
Parmigiano-Reggianno e tipo Grana ralados oriundos da lItalia, Europa Central e Norte da

Europa, sendo que ao aplicar o ALD foi obtido 100% de clasificacdo dos grupos.
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A origem geografica de queijos Emmental foi identificada por meio do MIR tendo
como base a sazonalidade nos estudos de Pillonel et al. (2003), Karoui et al. (2004a), Karoui
et al. (2004b), Karoui et al. (2005b), enquanto que Picque et al. (2002) diferenciaram estes
queijos com base na origem do leite utilizado na produgéo, sendo que a aplicagédo da ALD
junto aos dados ontidos por MIR proporcionou a classificagdo correta dos queijos variando
entre 76,7% e 100%.

Nesse sentido, observa-se que a aplicacdo de técnicas MIR e NIR junto a andlises
quimiométricas vem sendo realizada em diversos tipos de queijo e em distintos lugares do
mundo, sendo obtidos resultados satisfatorios, podendo também serem consideradas
alternativas pertinentes para a indicacao geogréfica de queijos Coalho.

48



3. REFERENCIAS

ABBAS, O.; ZADRAVEC, M.; BAETEN, V.; MIKUS, T.; LESIC, T.; VULIC, A.; PRPIC,
J.; JEMERSIC, L.; PLEADIN, J. Analytical methods used for the authentication of food of
animal origin. Food Chemistry, v. 246, n. 25, p. 6-17, 2018.

ADAB. Agéncia de Defesa Agropecuéria da Bahia. Inspecdo de produtos de origem
agropecuéria. Relatorio anual, 2017. Acesso em Janeiro de 2018.

ALEWIJIN, M.; WEHRENS, R.; SASKIA, M.; RUTH, V. Robust detection methodology of
milk heat treatment in cheese based on volatile profile fingerprinting. International Dairy
Journal, v. 85, n. 1, p. 211-218, 2018.

ALINOVI, M.; MUCCHETTI, G.; TIDONA, F. Application of NIR spectroscopy and image
analysis for the characterisation of grated Parmigiano-Reggiano cheese. International Dairy
Journal, v. 92, n 1, p. 50-58, 2019.

ANDRADE, J.; PEREIRA, C. G.; ALMEIDA JUNIOR, J. C.; VIANA, C. C. R.; NEVES, L.
N. O.; SILVA, P. H. F.; BELL, M. J. V.; ANJOS, V. C. FTIR-ATR determination of protein
content to evaluate whey protein concentrate adulteration. LWT- Food Science and
Technology, v. 99, n. 1, p. 166-172, 20109.

ANDRADE, J.; PEREIRA, C. G.; RANQUINE, T.; AZARIAS, C. A,; BELL, M. J. V,;
ANJOS, V. C. Long-Term Ripening Evaluation of Ewes’ Cheeses by Fourier-Transformed
Infrared Spectroscopy under Real Industrial Conditions. Journal of Spectroscopy, v. 2018, n.
1, p. 1-9.

ANDUEZA, D.; AGABRIEL, C.; CONSTANT, I.; LUCAS, A. Using visible or near infrared
spectroscopy (NIRS) on cheese to authenticate cow feeding regimes. Food Chemistry, v.14,
n. 1, p. 209-214, 2013.

BERGAMASCHI, M.; CIPOLAT-GOTET, C.; CECCHINATO, A.; SCHIAVON, S,
BITTANTE, G. Chemometric authentication of farming systems of origin of food (milk and
ripened cheese) using infrared spectra, fatty acid profiles, flavor fingerprints, and sensory
descriptions. Food Chemistry, v. 305, n. 1, p. 125480.

BEZERRA, T. K. A;; ARCANJO, N. M. O.; ARAUJO, A. R. R.; QUEIROZ, A. L. M.;
OLIVEIRA, M. E. G.; GOMES, A. M. P.; MADRUGA, M. S. Volatile profile in goat coalho

49



cheese supplemented with probiotic lactic acid bacteria. LWT - Food Science and
Technology, v. 76, p. 209-215, 2017.

BOTELHO, B. G.; MENDES, B. A. P.; SENA, M. M. Development and analytical validation
of robust near-infrared multivariate calibration models for the quality inspection control of
Mozzarella cheese. Food Analytical Methods, v. 6, n. 3, p. 881-891, 2013.

BOTELHO, B. G., REIS, N., OLIVEIRA, L. S., & SENA, M. M. Development and analytical
validation of a screening method for simultaneous detection of five adulterants in raw milk
using mid-infrared spectroscopy and PLS-DA. Food Chemistry, 181(1), 31-37, 2015.

BOURNE, M. C. Food Texture and Viscosity: Concept and Measurement. 2. Ed. New
York, USA: Elsevier Science and Technology Books, 2002, 423p.

BRASIL. Ministério da Agricultura Pecuédria e Abastecimento. Secretaria do
Desenvolvimento Agrario. Instrugdo Normativa N° 30, de 26 de junho de 2001. Regulamentos
Técnicos de ldentidade e Qualidade de Manteiga da Terra ou Manteiga de Garrafa; Queijo de

Coalho e Queijo de Manteiga. Diario Oficial da Uni&o. Brasilia, 16 de julho de 2001.

CATTANEO, T. M. P.; BARZAGHI, S. Outer Product Analysis Applied to near Infrared and
Mid Infrared Spectra to Study a Spanish Protected Denomination of Origin Cheese. Journal
of Near Infrared Spectroscopy, v. 17, n. 3, p. 135-140, 2009.

CATTANEO, T. M. P.; TORNELLI, C.; ERINI, S.; PANARELLI, E. V. Relationship
between Sensory Scores and near Infrared Absorptions in Characterising Bitto, an Italian
Protected Denomination of Origin Cheese. Journal of Near Infrared Spectroscopy, v. 16, n.
3, p. 173-178, 2008.

CEVOLLI, C.; FABBRI, A.; GORI, A.; CABONI, M. F.; GUARNIERI, A. Screening of grated
cheese authenticity by nir spectroscopy. Journal of Agricultural Engineering, v. XLIV, n.
s2, p. 264-267, 2013b.

CEVOLLI, C.; GORI, A.; NOCETTI. M.; CUIBUS, L.; CABONI, M. F.; FABBRI, A. FT-NIR
and FT-MIR spectroscopy to discriminate competitors, non compliance and compliance
grated Parmigiano Reggiano cheese. Food Research International, v. 52, n. 1, p. 214-220,
2013a.

CONCEICAO, D. G.; GONCALVES, B. R. F.; HORA, F. F.; FALEIRO, A. S.; SANTOS, L.
S.: FERRAQ, S. P. B. Use of FTIR-ATR Spectroscopy Combined with Multivariate Analysis

50



as a Screening Tool to lddentify Adulterants in Raw Milk. Journal of Brazilian Chemical
Society, v. 30, n. 4, p.780-785, 2019.

COROIAN, A.; TRIF, M.; COROIAN, C. O.; MIRESAN, V.; RADUCU, C.; DARABAN, S.
Qualitative evaluation of buffalo cheese using FTIR spectroscopy. International Journal of
the Bioflux Society, v. 4, n. 2, p. 66-70, 2012.

COzZI, G.; FERLITO, J.; PASINI, G.; CONTIERO, B.; GOTTARDO, F. Application of
Near-Infrared Spectroscopy as an Alternative to Chemical and Color Analysis To

Discriminate the Production Chains of Asiago d’Allevo Cheese. Journal of Agricultural and
Food Chemistry, v. 57, n. 24, p. 11449-11454, 2009.

CUIBUS, L.; MAGGIO, R.; MURESAN, V.; DIACONEASA, Z.; FETEA, F.; SOCACIU, C.
Preliminary Discrimination of Cheese Adulteration by FT-IR Spectroscopy. Food Science
and Technology, v.71, n. 24, p. 142-146, 2014.

DA SILVA, R. A. Caracterizagdo microbioldgica, fisico-quimica, protebmica e bioativa
de queijos de Coalho Artesanal produzidos na Regido Agreste do Estado de
Pernambuco-Brasil. Tese (Doutorado). Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife,
Pernambuco, 195 f., 2012.

DANEZIS, G. P.; PAPPAS, A. C.; TSIPLAKOU, E.; PAPPA, E. C.; ZACHARIOUDAKI,
M.; TSAGKARIS, A. S.; PAPACHRISTIDIS, C. A.; SOTIRAKOGLOU, K.; ZERVAS, G;
GEORGIOU, C. A. Authentication of Greek Protected Designation of Origin cheeses
through elemental metabolomics. International Dairy Journal, v. 104, n. 1, p. 104599,
2020.

DAS, K. e NENADIC, Z. Approximate information discriminant analysis: A computationally
simple heteroscedastic feature extraction technique. Pattern Recognition, v. 41, n. 5, p.
1548-1557, 2008

DIAS, C.; MENDES. L. Protected Designation of Origin (PDO), Protected Geographical
Indication (PGI) and Traditional Speciality Guaranteed (TSG): A bibiliometric analysis. Food
Research International, v. 103, n. 1, 492-508, 2018.

DIAS G M P, SILVA F O, PORTO T S, HOLANDA M T AND PORTO A L F. Perfil dos
peptideos bioativos obtidos de queijos de coalho com potencial antimicrobiano. Pesquisa
Agropecuaria Pernambucana, v. 24, p. €1961242019, 2019.

51



ELMOLLA, E. S.; CHAUDHURI, M.; ELTOUKHY, M. M. The use of artificial neural
network (ANN) for modeling of COD removal from antibiotic aqueous solution by the Fenton

process. Journal of Hazardous Materials, v. 179, n. 1-3, p. 127-134, 2010.

EMBRAPA (2014) Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria, Caracteristicas
predominantes de bioma, clima, relevo e solos nos estados do Maranhdo, Tocantins, Piaui e
Bahia [Internet document] URL https://www.embrapa.br/en/international ~ Accessed
30/08/2020.

ESTEKI, M.; SHAHSAVARIA, Z. SIMAL-GANDARA, J. Use of spectroscopic methods in
combinationwith linear discriminant analysis for authentication of food products. Food
Control, v. 91, n. 1, p. 100-112.

EU (2011). Commission Regulation (EC) N° 1129/2011. Official Journal of European Union.
L 365 295/1. Retrieved from https://eur-
lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=0J:L:2011:295:0001:0177:EN:PDF Acesso em
07/11/2020.

FERREIRA, D. F. Estatistica multivariada. Lavras: Editora UFLA, 2011. 675p.

FOGACA, D. L. Avaliacdo de propriedades mecanicas, fisico-quimicas e influéncia do
tipo de acidificante e tempo de armazenamento visando a aplicacdo no controle do
processo de producdo de queijos de coalho. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia e
Ciéncia de Alimentos). Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, Itapetinga, Bahia. 75f.,
2014.

FONTAN, G. C. R. Queijo de coalho light: producéo, caracterizacdo fisico-quimica,
sensorial e reoldgica. Tese (doutorado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos). Universidade
Federal de Vigosa, Vigosa, Minas Gerais. 86f., 2013.

FONTENELE, M. A.; BASTOS , M. S. R.; SANTOS, K. M. O, BEMQUERER, M. P;
EGITO, A. S. Peptide profile of Coalho cheese: A contribution for Protected Designation of
Origin (PDO) Food Chemistry, v. 219, p. 382-390, 2017.

FREITAS FILHO, J. R.; SOUZA FILHO, J. S.; OLIVEIRA, H. B. ANGELO, J. H. B,;
BEZERRA, J. D. C. Avaliagao da qualidade do queijo “coalho” artesanal fabricado em Jucati
— PE. Extensio: Revista Eletrénica de Extensao, v. 6, n. 8, p, 35-48, 20009.

52



GLASSFORD, S. E.; BYRNE, B.; KAZARIAN, S. G. Recent applications of ATR FTIR
spectroscopy and imaging to proteins. Biochimica et Biophysica Acta, v. 1834, p. 2849—
2858.

GONCALVES, B. R. F,; SILVA, G. J.; PONTES, S. F. O.; FONTAN, R. C. I.; EGITO, A. S;;
FERRAO, S. P. B. Evaluation of the peptide profile with a view to authenticating buffalo
mozzarella cheese. International Journal of Food Science and Technology, v. 51, p. 1586-
1593, 2016.

GONZALEZ-MARTIN, M. I.; HERNANDEZ-HIERRO, J. M.; REVILLA, |.; VIVAR-
QUINTANA, A.; GONZALEZ-PEREZ, C.; GARCIA, L. G. ORTEGA, I. A L.
Differentiation of organic and non-organic ewe’s cheeses using main mineral composition or
near infrared spectroscopy coupled to chemometric tools: A comparative study. Talanta, v.
85, n. 4, p. 1915-1919, 2011a.

GONZALEZ-MARTIN, |.; HERNANDEZ-HIERRO, J. M.; SALVADOR-ESTEBAN, J.;
GONZALEZ-PEREZ, C.; REVILLA, I.; VIVAR-QUINTANA, A. Discrimination of
seasonality in cheeses by near-infrared technology. Journal of the Science of Food and
Agriculture, v. 91, n. 6, p. 1064-1069, 2011b.

GONZALEZ-MARTIN, I.; HERNANDEZ-HIERRO, J. M., GONZALEZ-PEREZ, C,
REVILLA, 1.; VIVAR-QUINTANA, A.; ORTEGA, I. L. Potential of near infrared
spectroscopy for the analysis of volatile components in cheeses. LWT - Food Science and
Technology, v. 55, n. 2, p. 666-673, 2014.

GORI, A.; MAGGIO, R. M.; CERRETANI, L.; NOCETTI, M.; CABONI, M. F.
Discrimination of grated cheeses by Fourier transform infrared spectroscopy coupled with

chemometric techniques. International Dairy Journal, v. 23, n. 2, p.115-120, 2012.

GUERRA, E.; GORI, A.; CEVOLLI, C.; LOSI, G.; CABONI, M. F. Lipid fraction of creams
collected in the Parmigiano-Reggiano cheese production area in response to extruded linseed
supplementation of dairy cows’ diets: GC-FID and FT-MIR evaluation. International
Journal of Dairy Technology, v. 67, n. 4, 510-520, 2014.

GUERREIRO, J. S.; BARROS, M.; FERNANDES, P.; PIRES, P.; BARDSLEY, R. Principal
component analysis of proteolytic profiles as markers of authenticity of PDO cheeses. Food
Chemistry, v. 136, n. 3-4, p. 1526-1532, 2013.

53



HAIR JR, J. F.; BLACK, W. C.; BABIN, B. J.; ANDERSON, R. E. Analise Multivariada de
Dados. 6.ed. Porto Alegre: Bookman, 2009, 688p.

HOLROYD, J. S. E. The use of near infrared spectroscopy on milk and milk products. Near
Infrared Spectroscopy, v. 21, p. 311-322, 2013.

IBGE. Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. Pesquisa Pecuaria Municipal. SIDRA.
Disponivel em: < http://www.sidra.ibge.gov.br/ >. Acesso em: Outubro de 2019.

INPI — Instituto Nacional de Propriedade Industrial. Pedidos de indicacdo geografica

concedidos e em andamento. Disponivel em: http://www.inpi.gov.br/menuservicos/

indicacao-geografica/pedidos-de-indicacao-geografica-no-brasil. Acesso em 31 de julho de
20109.

JABRI, M.; SANCHEZ, M.-P.; TROSSAT, P.; LAITHIER, C.; WOLF, V.; GROSPERRIN,
P.; BEUVIER, E.; ROLET-REPECAUD, O.; GAVOYE, S.; GAUZERE, Y.; BELYSHEVA,
0O.; NOTZ, E.; BOICHARD, D.; DELACROIX-BUCHET, A. Comparison of Bayesian and
partial least squares regression methods for mid-infrared prediction of cheese-making
properties in Montbéliarde cows. Journal of Dairy Science, v. 102, n. 8, p. 6943-6958, 2019.

JABRI. M.; TROSSAT, P.; WOLF, V.; BEUVIER, E.; ROLET-REPECAUD, O.; GAVOYE,
S.; GAUZERE, Y; BELYSHEVA, O.; GAUDILLIERE, N.; NOTZ, E.; GROSPERRIN, P.;
LAITHIER, C.; DELACROIX-BUCHET, A. Mid-infrared spectrometry prediction of the
cheese-making properties of raw Montbéliarde milks from herds and cheese dairy vats used
for the production of Protected Designation of Origin and Protected Geographical Indication
cheeses in Franche-Comté. Journal of Dairy Science, v. 103, n. 7, 5992-6002, 2020.

JESUS, J. C.; SILVA, G. J.; GONCALVES, B. R. F.; SOUZA, M .R.; SANTOS, L. S;;
FERRAO, S. P. B. Quick identification of the time of maturation of artisanal Minas cheese by
FTIR-ATR spectroscopy and multivariate techniques. Journal Brazilian Chemical Society,
v. 31, n. 10, p. 2001-2011, 2020.

JIN, J.; AN, J. Robust discriminant analysis and its application to identify protein coding

regions of rice genes. Biosciences Matematica, v. 232, n. 2, p.96-100, 2011.

KAMAL, M.; KAROUI, R. Analytical methods coupled with chemometric tools for
determining the authenticity and detecting the adulteration of dairy products: A review.
Trends in Food Science & Technology, v. 46, p. 27-48, 2015.

54


http://www.inpi.gov.br/menuservicos/

KARAZIACK, C. B. Determinacdo da composicdo e propriedades funcionais de queijos
por imagem hiperespectral de infravermelho préximo. Dissertacdo (Mestrado em
Tecnologia de Alimentos) Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de

Campinas, Campinas, 58f., 2016.

KAROUI, R.; DUFOUR, E.; PILLONEL, L.; PICQUE, D.; CATTENOZ, T.; BOSSET, J, O,
Fluorescence and infrared spectroscopies: A tool for the determination of the geographic
origin of Emmental cheeses manufactured during summer. Le Lait, v. 84, n. 4, p. 359-374,
2004a.

KAROUI, R.; DUFOUR, E.; PILLONEL, L.; PICQUE. D.; CATTENOZ, T.; BOSSET, J. O.
Determining the geographic origin of Emmental cheeses produced during winter and summer
using a technique based on the concatenation of MIR & fluorescence spectroscopic data.
European Food Research and Technology, v. 219, n. 2, p. 184-189, 2004b.

KAROUI, R.; BOSSET, J. O.; MAZEROLLES, G.; KULMYRZAEV, A.;& DUFOUR, E.
Monitoring the geographic origin of both experimental French Jura hard cheeses and Swiss
Gruyere and L'Etivaz PDO cheeses using mid-infrared and fluorescence spectroscopies: A

preliminary investigation. International Dairy Journal, v. 15, n. 1, p. 275-286, 2005a.

KAROUI, R., DUFOUR, E., PILLONEL, L., SCHALLER, E., PICQUE, D., CATTENOZ, T.
& BOSSET, J. The potential of combined infrared and fluorescence spectroscopies as a
method of determination of the geographic origin of Emmental cheeses. International Dairy
Journal, 15(3), 287-298, 2005b.

KAROUI, R.; MOUAZEN, A. M.; DUFOUR, |.; PILLONEL, L.; PICQUE, D.; BOSSET, J.
O. Mid infrared spectrometry: A tool for the determination of chemical parameters of
Emmental cheeses produced during winter. Le Lait Dairy Science and technology, v. 86, p.
83-97, 2006.

KAROUI. R.; MAZEROLLES, G.; BOSSET, J.; BAERDEMAEKER, J.; DUFOURD, E.
Utilisation of mid-infrared spectroscopy for determination of the geographic origin of Gruyére
PDO and L’Etivaz PDO Swiss cheeses. Food Chemistry, v. 105, n. 2, p. 847-854, 2007.

KAROUI, R. (2017). Methodologies for the characterization of the quality of dairy
products. In F. Toldra (Eds.) Advances in Food & Nutrition Research (pp. 2-345).

55



KHATAEE, A. R.; ZAREI, M.; POURHASSAN, M. Bioremediation of malachite green from
contaminated water by three microalgae: Neural network modeling. Clean-Soil, Air, Water,
v. 38, n. 1, p. 96-103, 2010.

KOCA, N.; RODRIGUEZ-SAONA, L. E.; HARPER, W. J.; ALVAREZ, V. B. Application
of Fourier Transform Infrared Spectroscopy for Monitoring Short-Chain Free Fatty Acids in
Swiss Cheese. Journal of Dairy Science, 90(8), 3596-3603, 2007.

KOKAK, A; SANLI, T; ANLI, E.A Role of using adjunct cultures in release of bioactive
peptides in whitebrined goat-milk cheese, LWT - Food Science and Technology 123 (2020)
109127.

LEI, T.; SUN, D-W. Developments of Nondestructive Techniques for Evaluating Quality
Attributes of Cheeses: A Review. Trends in Food Science & Technology, v. 88, n. 1, p. 527-
542, 2019.

LEITE, A. I. N.; PEREIRA, C. G.; ANDRADE, A,;VICENTINIC, N. M.; BELLA, M. J. V.
FTIR-ATR spectroscopy as a tool for the rapid detection of adulterations in butter cheeses.
LWT - Food Science and Technology, v. 109, p. 63-69, 2019.

LENART, J.; SZIGEDI, T., DERNOVICS, M.; FODOR, M. Application of FT-NIR
spectroscopy on the determination of the fat and protein contents of lyophilised cheeses. Acta
Alimentaria, v. 41, p. 351-362, 2012.

LERMA-GARCIA, M. J.; GORI, A.; CERRETANI, L.; SIMO-ALFONSO, E. F.; CABONI,
M. F. Classification of Pecorino cheeses produced in Italy according to their ripening time
and manufacturing technique using Fourier transform infrared spectroscopy. Journal of
Dairy Science, v. 93, n 10, p. 4490-4496, 2010.

LIMA, M. S. F.; SILVA, R. A.; LIMA FILHO, J.L.; PORTO, A. L. F. Queijo de coalho
artesanal: fonte alternativa de peptideos antimicrobianos. Brazilian Journal of Food
Technology. v.20, 2016193, 2017

LOHUMI, S.; LEE, S.; LEE, H.; CHO, B.-K. A review of vibrational spectroscopic
techniques for the detection of food authenticity and adulteration. Trends in Food Science &
Technology, v. 45, n. 1, p. 85-98, 2015.

LOUDIYI, M.; KAROUI, R.; RUTLEDGE, D. N.; LAVIGNE, R.; MONTEL, M. C.; AIT-

KADDOUR, A. Contribution of fluorescence spectroscopy and independent componentes

56


https://www.sciencedirect.com/science/journal/09242244/88/supp/C

analysis to the evaluation of NaCl and KCI effects on molecular-structure and fat melting
temperatures of Cantal-type cheese. International Dairy Journal, v. 73, n.1, p. 116-127,
2017.

MACHADO, G. M.; COSTA, R. G. B.; COSTA JUNIOR, L. C. G.; SOBRAL, D,
TAVEIRA, L. B.; SOUZA, B. M. Aspectos fisico-quimicos de queijo de coalho fabricado
com o uso de &cido latico. Alimentos e Nutrigdo, v. 22, n. 3, p. 421-428, 2011.

MAMEDE M. E. O.; VIANA, A. C.; SOUZA, A. L. C.; FARIAS, S. A. O.; ARAUJO, P. A.
Estudo das caracteristicas sensoriais e da composicdo quimica de queijo de coalho
industrializado. Revista do Instituto Adolfo Lutz, v. 69, n. 3, p. 364-370, 2010.

MAPA. MINISTERIO DE AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO -
Relatérios de produtos por UF. Brasilia: MAPA, 2017,

MARTIN-DEL-CAMPO, S. T.; PICQUE, D.; COSIO-RAMIREZ, R.; CORRIEU, G.
Evaluation of Chemical Parameters in Soft Mold-Ripened Cheese During Ripening by Mid-
Infrared Spectroscopy. Journal of Dairy Science, v. 90, n. 6, p. 3018-3027, 2007b.

MCSWEENEY, P. L. H.; OTTOGALLI, G.; FOX, P. F. Diversity of Cheese Varieties:An
Overview. In P. Fox, P. McSweeney, T. Cogan, & T. Guinee (Eds.), Cheese: Chemistry,
Physics and Microbiology (pp 1-23), 2004.

MEDEIROS, M. L., PASSADOR, C. S.; PASSADOR, J. L. Implications of geographical
indications: a comprehensive review of papers listed in CAPES’ journal database. Revista de

Administracao e Inovacéo 13 315-329, 2016.

MEDINA, S.; PERESTRELO, R;, SILVA, P.; PEREIRA, J. A. M.; CAMARA, J. S. Current
trends and recent advances on food authenticity technologies and chemometric approaches.
Trends in Food Science & Technology, v. 85, n.1, p. 163-176, 2019.

MELFSEN, A.; HARTUNG, E.; HAEUSSERMANN, A. Accuracy of in-line milk
composition analysis with diffuse reflectance near-infrared spectroscopy. Journal of Dairy
Science, 95 6465, 2012.

MINGOTI, S. A. Andlise de dados através de métodos de estatistica multivariada. Belo
Horizonte: Editora UFMG, 297 p. 2007

57



NIELSEN, S. D.; BEVERLY, R. L.; QU, Y.; DALLAS, D. C. Milk bioactive peptide
database: A comprehensive database of milk protein-derived bioactive peptides and novel
visualization. Food Chemistry, v. 232, p. 673-682, (2017).

OCA, M. L.; ORTIZ, M. C.; SARABIA, L. A.; GREDILLA, A. E.; DELGADO, D.
Prediction of Zamorano cheese quality by near-infrared spectroscopy assessing false non-
compliance and false compliance at minimum permitted limits stated by designation of origin
regulations. Talanta, v. 99, p. 1, 558-565, 2012.

OTTAVIAN, M.; FACCO, P.; BAROLO, M.; BERZAGHI, P.; SEGATO, S.; NOVELLI, E;
BALZAN, S. Near-infrared spectroscopy to assist authentication and labeling of Asiago
d’allevo cheese. Journal of Food Engineering, v. 113, n. 2, p. 289-298, 2012.

PACHECO, J.; CASADO, S.; PORRAS, S. Exact methods for variable selection in principal
component analysis: Guide functions and pre-selection. Computational Statistics and Data
Analysis, v. 57, n. 1, p. 95-111, 2013.

PASQUINI, C. (2018). Near infrared spectroscopy: A mature analytical technique with new
perspectives - A review. Analytica Chimica Acta. v. 1026, n. 1, p. 8-36.

PAX, A. P.; ONG, L.; VONGSVIVUT, J.; TOBIN, M. J.; KENTISH, S. E.; GRAS, S. L. The
characterisation of Mozzarella cheese microstructure using high resolution synchrotron

transmission and ATR-FTIR microspectroscopy. Food Chemistry, v. 291, p. 214-222, 2019.

PESTANA, M. H.; GAGEIRO, J. N. Analise de Dados para Ciéncias Sociais. 2 ed. Lisboa:
Silabo, 2014, 1233 p

PICQUE, D.; CATTENOZ, T.; CORRIEU, G. Discrimination of Emmental cheeses by
infrared spectroscopy. Milk Science International - Milchwissenschaft, v. 57, n. 4, p. 202-
204, 2002.

PILLONEL, L.; DUFOUR, E.; SCHALLER, E.; BOSSET, J. O.; DE BAERDEMAEKER, J.;
KAROUI, R. Prediction of colour of European Emmental cheeses by using near infrared
spectroscopy: a feasibility study. European Food Research and Technology, v. 226, n. 1-2,
p. 63-69, 2007.

PILLONEL, L.; LUGINBUHL, W.; PICQUE, D.; SCHALLER, E.; TABACCHI, R;
BOSSET, J. O. Analytical methods for the determination of the geographic origin of

58



Emmental cheese: Mid- and near-infrared spectroscopy. European Food Research and
Technology, v. 216, n. 2, p. 174-178, 2003.

QUEIROGA, R. C. R. E.; SANTOS, B. M., GOMES, A. M. P.; MONTEIRO, M. J,;
TEIXEIRA, S. M.; SOUZA, E. L.; PEREIRA, C. J. D.; PINTADO, M. M. E. Nutritional,
textural and sensory properties of Coalho cheese made of goats', cows' milk and their mixture.
LWT - Food Science and Technology, v. 50, p. 538-544, 2013.

RODRIGUEZ-SAONA, L. E.; ALLENDORF, M. E. Use of FTIR for Rapid Authentication
and Detection of Adulteration of Food. Annual Review of Food Science and Technology, v.
2,n. 1, p. 467-483, 2011.

RODRIGUEZ-SAONA, L. E.; KOCA, N.; HARPER, W. J.; ALVAREZ, V. B. Rapid
Determination of Swiss Cheese Composition by Fourier Transform Infrared/Attenuated Total
Reflectance Spectroscopy. Journal of Dairy Science, v. 89, n. 5, p. 1407-1412, 2006.

SANCHEZ, M. P.; EL JABRI, M.; MINERY, S.; WOLF, V.; BEUVIER, E.; LAITHIER, C.;
DELACROIX-BUCHET, A.; BROCHARD, M.; BOICHARD, D. Genetic parameters for
cheese-making properties and milk composition predicted from mid-infrared spectra in a large
data set of Montbéliarde cows. Journal of Dairy Science, v. 101, n 11, p. 10048-10061,
2018a.

SANCHEZ, M. P.; WOLF, V.; EL JABRI, M.; BEUVIER, E.; ROLET-REPECAUD, O;
GAUZERE, Y.; MINERY, S.; BROCHARD, M.; MICHENET, A.; TAUSSAT, S.;
BARBAT-LETERRIER, A.; DELACROIX-BUCHET, A.; LAITHIER, C.; FRITZ, S;
BOICHARD, D. Short communication: Confirmation of candidate causative variants on milk
composition and cheesemaking properties in Montbéliarde cows. Journal of Dairy Science,
v. 101, n. 11, p. 10076-10081, 2018b.

SANTOS, B. M.; OLIVEIRA, M. E. G.; SOUSA, Y. R. F.; MADUREIRA, A.R. M. F. M;
PINTADO, M. M. E.; GOMES, A. M. P. Caracterizacao fisico-quimica e sensorial de queijo
de coalho produzido com mistura de leite de cabra e de leite de vaca. Revista do Instituto
Adolfo Lutz. v. 70, n. 3, p. 302-10, 2011.

SANTOS, L. S.; CARDOZO, R. M. D.; NUNES, N. M.; INACIO, A. B.; PIRES, A. C. S.
PINTO, M. S. Easy classification of traditional Minas cheeses using artificial neural networks

and discriminant analysis. International Journal of Dairy Technology, v. 70, p. 1-7, 2017.

59



SARA. S.; DAVIDE, P.; DOMENICO, V.; LUCIO, C.; PATRIZIA, P. Determining the
authenticity of pdo buffalo mozzarella: an approach based on Fourier Transform Infrared
(MIR- FTIR) spectroscopy and on chemometric tools. International Journal of Latest
Research in Science and Technology, v. 7, n. 2, p. 1-6, 2018.

SILVA, M. C. D.; RAMOS, A. C. S.; MORENO, I.; MORAES, J. O. Influéncia dos
procedimentos de fabricacdo nas caracteristicas fisico-quimicas, sensoriais e microbioldgicas
de queijo de coalho. Revista do Instituto Adolfo Lutz, v. 69, p. 214-221, 2010.

SILVA, R. A.; BEZERRA, V. S.; PIMENTEL, M. C. B, PORTO, A. L. F.; CAVALCANTI,
A. M. T. H.; FILHO, J. L. L. Proteomic and peptidomic profiling of Brazilian artisanal
‘Coalho’ cheese. Journal of the Science of Food and Agriculture, v. 96, p. 337-4344, 2016.

SILVA, L. K. R.; GONCALVES, B. R. F.; HORA, F. F.; SANTOS, L. S.; FERRAO, S. P. B.
Spectroscopy Method (FTIR-ATR) and chemometric tools to detect cow’s milk addition to
buffalo’s milk. Revista Mexicana de Ingenieria Quimica, v. 19, n. 1, p. 11-20, 2020.

SILVAR. A.; LIMA, M. S. F.; VIANA, J. B. M.; BEZERRA, V. S.; PIMENTEL, M. C. B;;
PORTO, A. L. F.; CAVALCANTI, M. T. H.; LIMA FILHO, J. L. Can artisanal ‘‘Coalho’’
cheese from Northeastern Brazil be used as a functional food? Food Chemistry, v. 135, p.
1533-1538, 2013.

SINDILEITE. Sindicato das Industrias de Laticinios e Produtos Derivados do Leite do
Estado da Bahia, 2018 Disponivel em: <

http://www.sindicatodaindustria.com.br/sindileiteba/> Acesso em: Outubro de 2019.

SINGH, K. P. et al. Artificial neural network modeling of the river water quality: A case
study. Ecological Modelling, n. 220, v. 6, p. 888-895, 20009.

SOTO-BARAJAS, M. C.; GONZALEZ-MARTIN, M. I.; SALVADOR-ESTEBAN, J.;
HERNANDEZ-HIERRO, J. M.; MORENO-RODILLA, V.; VIVAR-QUINTANA, A. M.;
CURTO-DIEGO, B. Prediction of the type of milk & degree of ripening in cheeses by means
of artificial neural networks with data concerning fatty acids and near infrared spectroscopy.
Talanta, v. 116, n. 1, p. 50-55, 2013.

SOUSA, A. Z. B.; ABRANTES, M. R.; SAKAMOTO, S. M.; SILVA, J. B. A;; LIMA, P. O;
LIMA, R. O.; ROCHA, M. O. C.; PASSOS, Y, D. B. Aspectos fisico-quimicos e
microbiolégicos do queijo tipo coalho comercializado em estados do nordeste do Brasil
Arquivos do Instituto de Biologia, v.81, n.1, p. 30-35, 2014.

60



TIMON, M. L.; PARRA, V.; OTTE, J.; BRONCANO, J. M.; PETRON, M. J. Identification
of peptides radicals elimination (<3 kDa) Burgos cheese type. LWT - Food Science and
Technology, v. 57, n. 1, p. 359-365, 2014.

TIMON, M. L; ANDRES, A. I.; OTTE, J.; PETRO, M. J. Antioxidant peptides (<3 kDa)
identified onhard cow milk cheese with rennet from different origin Food Research
International, v.120, p. 643-649, 2018.

VASQUEZ, N.; MAGAN, C.;: OBLITAS, J.; CHUQUIZUTA, T.; AVILA-GEORGE, H.;
CASTRO, W. Comparison between artificial neural network and partial least squares
regression models for hardness modeling during the ripening process of Swiss-type cheese
using spectral profiles. Journal of Food Engineering, v. 219, n. 1., p. 8-15, 2018.

VISCONTI, L. G.; RODRIGUEZ, M. S.; ANIBAL, C. V. Determination of grated hard
cheeses adulteration by near infrared spectroscopy (NIR) and multivariate analysis.
International Dairy Journal, v. 104, n. 1, p. 104647, 2020.

WANG, F.; LIU, A-P.; REN, F-Z.; ZHANG, X-Y.; STEPHANIE, C.; ZHANG, L-D.; GUO,
H-Y FTIR Analysis of Protein Secondary Structure in Cheddar Cheese during Ripening.
Guang Pu Xue Yu Guang Pu Fen Xi, v. 31, p. 1786-1789, 2011.

WILKINSON, J.; CERDAN, C.; DORIGON, C. Geographical Indications and “Origin”
Products in Brazil-The Interplay of Institutions and Networks. World Development, v. 98, n.
1, p. 82-92, 2017.

WOODCOCK, T.; FAGAN, C. C.; O'DONNELL, C. P.; DOWNEY, G. Application of near
and mid-infrared spectroscopy to determine cheese quality and authenticity. Food and
Bioprocess Technology, v. 1, p. 117-129, 2008.

WU, D.; FENG, S.; HE, Y. Short-wave near-infrared spectroscopy of milk powder for brand

identification and component analysis. Journal of Dairy Science, v. 91, n. 3, 939-949, 2008.

61



Capitulo 11
Objetivos



1. OBJETIVOS
1.1. Objetivo Geral

Utilizar o infravermelho préximo (NIR) e médio (MIR), perfis protedmicos avaliados por
MIR e cromatografia (RP-HPLC) e medidas analiticas associados a quimiometria para discriminar a

origem geogréfica de queijos Coalho.

1.2. Objetivos Especificos

- Caracterizar os queijos Coalho por meio da composicao e propriedades fisico-quimicas de
umidade, cinzas, extrato seco total (EST), proteina, gordura no extrato seco (GES), acidez titulavel,
pH, e medidas de cor instrumental;

- Avaliar as propriedades tecnologicas dos queijos Coalho por meio da Anélise de Perfil de
Textura (APT) e derretimento;

- Analisar as amostras de queijo Coalho por meio das tecnicas espectroscopicas de

infravermelho médio (MIR) e proximo (NIR);

- Realizar a extracdo de Peptideos Sollveis em Agua (PSA) de queijos Coalho e avalia-los por

meio das técnicas espectroscépica (MIR) e cromatografica (RP-HPLC);

- Aplicar analises quimiométricas Analise de Componentes Principais (ACP), Analise Linear
Discriminante (ALD) e Redes Neurais Artificiais (RNA) aos dados espectroscopicos,
cromatograficos e as medidas analiticas para discriminar e classificar os queijos de acordo com sua

origem geogréfica.
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Abstract

The discrimination of traditional Coalho cheese by origin is important to ensure authenticity. The
middle and near infrared spectroscopy and analytical measures associated with different
chemometric approaches were used to characterize and discriminate Coalho cheese from different
regions of Bahia, Brazil. Principal Component Analysis and Linear Discriminant Analysis were
able to show the difference between cheeses and the better discrimination was observed using near
infrared, with forming distinct groups by region and correct classification up to 90%. The infrared
spectroscopy, especially the near, showed to be very useful in the quick discrimination of cheeses
according to their origin.

Keywords: dairy products, traditional, multivariate analysis, chemometrics
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INTRODUCTION

As in other countries, in Brazil there is the production of typical Brazilian cheeses, such as Minas
padrdo, “Minas curado”, Butter cheese and Coalho cheese. Among these, the Coalho cheese is very
widespread, mainly in the Northeast region of Brazil (Souza et al. 2014; Fontenele et al. 2017).

The production and consumption of Coalho cheese has gained space across the country, and the
State of Bahia stands out in this production, since it has one of the most important dairy production
in the Northeast, contributing with a significant portion in the expansion of Coalho cheese
production in the Brazil (IBGE 2018).

Coalho cheese is a product obtained through the coagulation of milk by the action of rennet and
among its particularities, it has a composition of medium to high moisture and fat content. Another
important feature is the firm texture, related to the mechanical properties of greater chewiness,
hardness and cohesiveness, in addition to the slightly acidic flavor and the non-melting during
heating. It is consumed entirely, roasted and is considered an indispensable ingredient in the
preparation of many typical northeastern dishes (Queiroga et al. 2013).

Brazilian legislation establishes the minimum product identity standards with long ranges of
variation for fat content (35-60 g/100 g) and moisture (36-54.9 g/100 g), being produced Coalho
cheese with different characteristics, even if produced in different regions, however, within the legal
aspects (Brasil 2001).

The fact that Coalho cheese has been manufactured for more than a century has led to variations in
its processing over time, which have spread to each region in a specific way. The Bahia has an
extensive territorial area and the different producing regions have unique and specific
characteristics such as soil and climate conditions and different animal breeds that influence the
composition of the raw material and natural milk microbiota that generate specific biochemical
changes. This set of factors will determine the physicochemical and functional attributes of Coalho
cheese, which must be established in order to characterize and identify the particularities of the

cheese produced in each region (Oliveira et al. 2012; Embrapa 2014).
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Coalho cheeses with unique characteristics, which meet consumers' expectations for composition,
texture or use appeal due to the original characteristics of a place, encourage product diversification
and promote greater market reach (Souza et al. 2014). The analysis of the discrimination of cheeses
by region represents their distinction in terms of quality and uniqueness, in addition to valuing their
commercialization (Santos et al. 2017).

There are several traditional analytical methods for evaluating the composition and properties of
cheeses, and there is a growing demand for fast, easy-to-perform techniques that require little
sample preparation, good sensitivity and low operating cost, reducing the use of reagents. Thus, the
spectroscopic study in middle infrared (MIR) and near (NIR) has stood out in the analysis of
cheeses for presenting such advantages (Lei at al. 2019; Priyashantha et al. 2020; Jesus et al. 2020).
These techniques are extensively explored, especially when associated with chemometric analysis,
since it is possible to extract information based on the chemical composition and conformation of
the cheese’s components from the vibration of the functional groups that are part of the structure of
these constituents, generating specific spectra, making it possible to achieve precise answers in the
discrimination of samples quickly (Jesus et al. 2020; Gongalves et al. 2020).

Spectroscopic techniques MIR and NIR were used in order to analyze the authenticity, perform the
identification, separation and/or differentiation of the cheeses, according to the type of processing,
composition and/or geographic location, such as Pecorino and Gouda (Andrade et al. 2018),
Parmigiano (Cevoli et al. 2013; Alinovi et al. 2019), Butter cheese (Leite et al. 2019), Mozzarella
(Pax et al. 2019), among others cheeses from different origins. Cattaneo et al. (2008) applied NIR
spectroscopy to determine the geographical origin of italian Bitto cheese, Sara et al. (2018)
performed the discrimination and authentication of Buffalo Mozzarella with Protected Designation
of Origin (PDO) in Italy, while Karoui et al. (2005) used MIR and NIR spectroscopy to discriminate
Emmental cheese from different geographical origins in Europe.

In view of the great cultural and economic importance of Coalho cheese for the Northeastern region

of Brazil and the advantages of using spectroscopic techniques, the objective was to apply MIR and
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NIR spectroscopic techniques, and chemometrics analysis to characterize and discriminate Coalho

cheese from different origins.

MATERIAL AND METHODS

Samples

After a study on the production of Coalho cheese in the State of Bahia, Brazil, geographic mapping
was carried out, and the dairy producers of this type of cheese, registered by the Agéncia de Defesa
Agropecuéria da Bahia, state inspection agency, and with state or federal inspection seal, that were
representative for each region in terms of producing companies were identified. The sampling was
based on studies by Karoui et al. (2005), Cattaneo et al. (2008) and Sara et al. (2018). The official
mesoregions of Bahia were considered, divided by the Brazilian Institute of Geography and
Statistics (IBGE 1990) based on economic, cultural, climatic and also considered the biome aspects
of the State (Embrapa 2014). Samples were collected between January 2018 and June 2019 from a
total of seven dairy producers under official inspection (F1-F7), located in the producing
mesoregions: South (n=10, F1), Far West (n=20, F2-F3), Northeast (n=10, F4) and South Center
(n=30, F5-F7), totaling n=70 experimental units. The longitude and latitude coordinates of each
producing factories are shown in Figure 1. 10 samples of each dairy, with different lots and
expiration dates, were collected individually and periodically, month by month, in order to reach the
whole year production and season variations, to ensure repeatability of the experiment. Coalho
cheeses are semi-hard and unripened cheeses, of medium to high humidity, semi-fat to fat, slightly
acid flavor, produced with whole bovine pasteurized milk, enzymatically coagulated (rennet of
microbial origin), of cooked dough, with temperature of curd cooking between 45°C - 55°C,
submitted to salting, drying, pressing, followed by packing and for this type of cheese, unripened,
there is no addition of starter cultures and the storage occur under 6°C - 10°C on 10 days until

commercialization (Brasil 2001).
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Figure 1. Geographic location of the producing factories of coalho cheese in the State of Bahia,

Brazil

Pmduc.mg Location - Conmicadie - ‘
Factories Latitude Longitude
Fl Ibirapud 17°41'16.80"S 40°6'32.40"0 ‘
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SataMariada —\spp) s age11s280°0 ‘
Vitoria
Jeremoabo 10°4'1.20"S 38°21'0.00"0 ‘
Itapetinga 15°14'56.40"S 40°14'52.80"0 ‘
Itarantim 15°39'36.00"S 40° 3'57.60"0 ‘
Planalto 14°40'12.00"S 40°28'15.60"0 ‘

Google earth

Samples in 500 g bars, vacuum packed were obtained with up to 10 days of manufacture,
transported in thermal boxes and kept refrigerated (6 °C) until twentieth day of refrigeration and
they were frozen at -20 °C until the time of analysis, for standardization of proteolytic reactions.
The South and Northeast regions had only one dairy producer of Coalho cheese, registered by the
inspection agency, which produces this type of cheese with state or federal inspection seal, criteria
adopted for the development of the study, and also, the raw material used originates from a set of
regional producers. For this reason they are representative of the region in relation to sampling and
sufficient to characterize and differentiate the regions. Dairy factories that produce artisanal

cheeses, illegally, without inspections or certifications were not considered.

Chemical, physicochemical and technological properties analysis
Moisture (AOAC 926.08), fixed mineral residue (AOAC 935.42), fat in dry extract (AOAC

920.125), total protein (AOAC 920.123), total dry extract by difference and titratable acidity
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(AOAC 920.124) were analyzed in triplicate, according to Association of Official Analytical
Chemists (AOAC 2016). The pH was determined using the digital pH meter with glass electrode,
calibrated with solutions of pH 7.00 and 4.01 (QUIMIS model). Measurements of instrumental
color were performed, in triplicate, on the L*, a*, b* System, on a Colorquest XE colorimeter
(HunterLab, Sunset Hills Reston, VA, USA), illuminant D65 and 10 ° observer, using the CIELAB
system (CIE 1996). The water activity (aw) was measured using Aqualab Series 4TE electronic
water activity meter with accuracy of £0.015 and detection range of (0.03 to 1.0) aw.

The Texture Profile Analysis (TPA) were performed in quintuplicate (Queiroga et al. 2013), with
samples of 25x20 mm (high x diameter) using the Texture Analyzer TA.HD Plus (Stable Micro
Systems, UK), with a 25 kg load cell (20 °C), preliminary tests were performed for the definition of
the parameters. During the tests, the samples were compressed by a stainless steel parallel
compression plate (100 mm), with double compression. The speeds of test, pre-test and return were
of 2.0 mm/s, compression of 50 %, data acquisition rate of 200 points per second, and the response
parameters analyzed were hardness, elasticity, cohesiveness and chewiness.

The melting capacity test was performed in triplicate with samples with 7x36 mm (high x diameter).
These samples were placed in a Petri dish and submitted at 107 °C/7 minutes in an oven and kept
for 30 minutes at room temperature (24 °C) (Machado et al. 2011). The diameter of the cheese was
measured before and after heating, obtaining the initial diameter (D;) and the final diameter (Ds),
determined by average of the diameters measured for 4 different directions (45°). The melting

capacity was calculated using the equation:

D¢* — D;?
MC (%) = (fD—z‘)x 100 %

i
Spectroscopic study
Middle Infrared
The spectra were obtained using Attenuated Total Reflection Fourier Transform (ATR-FTIR)
Spectrometer, equipment model AgilentCary® 630 (Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA), in

71



the MIR region, 4000-600 cm™, with a resolution of 4 cm™, 64 scans with diamond crystal cell,
under room temperature (24 °C). To the reading, each cheese it was grated in its external and
internal portions, representing the entire sample, considering that there is no bark formation for this
type of cheese. Were placed on the surface of the ATR diamond 1 g grated samples and pressed
through the attached pressure clamp. Before each collection, a background spectrum reading was
performed and each spectra was obtained in, approximately, 30 seconds being analyzed in
duplicate. The maximum absorbance associated with the wavenumber range were used as variables

for statistical analysis (Silva et al. 2020).

Near infrared

Spectra were collected using NIR Spectrometer (SpectraStar 2500XL,Unity Scientific, Brookfield,
CT, USA) equipped with a tungsten halogenlamp as light source, an indium—gallium-arsenide
(InGaAs) detector. For the analysis, 20 g of grated samples (external and internal portions) were
placed in the sample container and scanned in the range of 1100-2500 nm at 1 nm intervals, under
room temperature (24 °C). The signals were generated in reflectance (%R) mode and transformed
into absorbance by using log 1/R.The Unity InfoStar V3.11.3 software was used for spectrometer

configuration, control, and data acquisition (Cattaneo et al. 2008; Cevoli et al. 2013).

Data analysis

The data were obtained using multivariate analysis and were organized in matrices (mxn), m lines
corresponding to the treatments and n columns related to the variables of interess. The matrices
used were: chemical and physicochemical composition (matrix Ai), technological properties
(matrix A;), absorbance data of bands of MIR (matrix As) and NIR (matrix As). The data were
standardized (u=0, o=1, where pn: mean and o: standard deviation) and for spectroscopic analysis,
data were pre-processed using the Standard Normal Variate (SNV) in order to reduce non-linear

deviations from the baseline, common in reflectance measurements (Alinovi et al. 2019). The
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matrices were submitted to Principal Component Analysis (PCA) and Linear Discriminant Analysis
(LDA), using the software Statistical Analysis System, Student version (SAS 2018).

PCA was performed to transforming the original set of variables into orthogonal axes, the principal
components and identifying the measures responsible for the greatest variation in the results. It is an
exploratory technique that allows the verification of the dispersion and the formation of groups
according to the degree of similarity between the samples. The covariance matrices (S) was used
and the number of Principal Components (PCs) was determined considering the criterion of
interpretable factors, the eigenvalue diagram (screeplot) and the variance of the original data with
representation >70 % (Silva et al. 2020).

LDA was used to discriminate and classify the samples based on the described data matrices. The
matrices data were randomized with Kennard-Stone algorithm by the softwere Matlab 8.1 (Math
Works Inc. Natick, USA). The cross-validation method was used, adequate for the number of
samples used, in which there is no previous division of data in training and validation. The k-fold
technique was applied to estimate the average validation error for the trained model. This technique
randomly divided the set of data into k-folds, k-1 were used in the training phase and the rest in the
test phase. For each subset of training, a new model was trained and validated and the predictive
accuracy of the model was calculated using the validation error estimates, seeking to produce
satisfactory and reliable generalization performance. To verify the efficiency of the LDA, the
percentage of classification correctness was used, in which corresponded to the data correctly

classified in their respective groups (Santos et al. 2017).

RESULTS AND DISCUSSION
Chemical, physicochemical and technological properties analysis
The results of chemical composition, physicochemical characteristics and technological properties

of the studied cheeses by region are presented in Table 1.
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Table 1. Analytical measures of coalho cheese by mesorregion from Bahia, Brazil

Parameters Min-Max Means + SD Min-Max Means + SD Min-Max Means + SD Min-Max Means + SD

Moisture (g/100g) 42.65-49.40 45.13+1.0 37.46-46.79 46.31+1.2 45.18-46.79 46.65+0.9 40.11-51.34 44.03+1.4
FMR (g/100g) 3.97-6.51 464+0.8 2.61-3.25 291+04 3.78-4.65 4.09+0.5 3.12-4.07 3.79+0.3

TDE (g/1009) 50.60-57.34 5487+ 1.0 50.16-56.58 53.69+0.9 48.66-54.81 53.34+0.9 57.95-62.54 59.96+1.9

Chemical Protein (g/100g) 21.90-28.94 26.40+1.1 18.04-28.40 25.63+1.3 18.12-22.98 21.99+1.1 18.67-28.27 25.84+1.8
composition and Eat (g/lOOg) 47.71-49.38 48.85+ 0.9 54.75-60.01 59.33+1.2 39.22-47.26 46.62+0.8 48.36-53.92 52.21+1.9
Physicochemical Lactic acid (g/100g) 0.11-0.18 0.15+0.0 0.17-0.25 0.18+0.0 0.07-0.12 0.09+0.0 0.08-0.17 0.14+0.0
characteristics pH 6.03-7.06 6.41+0.3 5.79-6.87 6.03+0.4 6.35-7.09 6.75+0.3 6.49-6.80 6.65+0.5
aw 0.97-0.98 0.97+0.0 0.98-0.99 0.98+0.0 0.96-0.97 0.96+0.0 0.97-0.99 0.97+0.0
ax 1.05-1.98 1.34+0.3 2.36-3.86 3.12+0.8 0.74-1.92 1.36+£0.7 2.90-3.79 3.03+0.9

b* 15.19-20.56 18.46+ 1.6 18.37-24.64 22.17+1.8 15.50-18.60 16.85+1.2 17.63-19.80 18.82+1.1

L* 55.82-67.26 61.17+ 2.3 59.12-75.57 60.20+2.6 67.14-83.83 73.31x22 52.90-63.13 55.41+2.6

Melting (%) 12.33-18.83 1421+1.2 17.53-24.50 1990+2.1  10.73-12.56 12.35+ 2.2 10.57-13.44 1276 +£1.8

Technological Hardn_ess (N) 16.01-22.47 18.06 + 2.0 9.92-15.93 10.26+15  14.52-19.53 1751+ 14 14.97-18.02 16.36+1.6
Properties Coh_eglveness 0.46-0.70 0.55+0.0 0.57-0.69 0.59+0.2 0.47-0.63 0.53+0.1 0.30-0.63 0.44+0.0
Elasticity (mm) 7.64-8.62 8.18+0.3 6.15-7.94 6.96 £ 0.6 7.93-8.70 8.21+0.7 7.72-8.56 8.12+0.5

Chewiness (mJ) 68.26-91.20 77.86+ 3.6 31.78-47.46 38.66 +3.5 68.78-97.20 82.34+3.6 56.20-89.48 64.74+3.3

A: South Mesoregion; B: Far West Mesoregion; C: Northeast Mesoregion; D: South Center Mesoregion; Min-Max=Minimum-Maximum values, SD: standard desviation
FMR=fixed mineral residue; TDE=total dry extract; Fat expressed in dry extract; L*=brightness parameter; a*/b*=chromaticity coordinates. ST=standard deviation; aw-water
activity; Cohesiveness=Admensional parameter.



An important variability was observed for most parameters evaluated in relation to Coalho cheeses
in the studied regions, a behavior also observed for Coalho cheeses produced in the states of
Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do Norte and Ceara (Souza et al. 2014; Fontenele et al. 2017).
According to the legal parameters of identity and quality of Coalho cheese, they can be classified as
medium to high moisture (36-54.9 g/100 g) and semi-fat to fat (35-60 g/100 g). The cheeses studied
are in accordance with these classifications, although they presented a wide range of variation for
the fat content and moisture, between 39.22-60.01 g/ 100g and 37.46-51.34 g / 100, respectively,
with classifications of fatty and semi-fatty cheeses and medium to high moisture. Despite the
difference in the features of the cheeses, which presented considerable variation, all met the
recommended criteria (Brasil 2001).

The results of the analytical measures showed variations by geographic region, which occurred
mainly in relation to chemical and physical-chemical aspects, with emphasis on the parameters of
fat, pH, acidity, aw and b* value. The Northeast cheeses mesoregions presented the minimum values
of fat and aw while the Far West cheeses, maximum values. Regarding the pH value, the South,
Center South and Northeast cheeses showed maximum pH values in relation to cheeses from the
Far West (Table 1).

This variability probably occurred due to peculiar characteristics of the regions (biome) the cheeses
came, as variations in the composition of the bovine milk used as raw material among the evaluated
mesoregions, which is related to the breed of the animal, lactation stage, climate conditions (hot and
humid, rainy or dry) and distinct botanical composition of the soil (forest, grass or cerrado areas)
that affect the animals feeding, and, among other aspects, with the process of production, resulting
in cheeses with distinct and often desirable characteristics, since it characterizes the terroir of this
product.

The main differences between cheeses can be viewed in the infrared spectra, since the analytical
measures can reflect on the absorption of specific functional groups, and be evidenced with the

application of multivariate analyzes (Lei et al. 2019).
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Spectral Characterization: MIR and NIR

The spectroscopic profiles of Coalho cheeses were obtained in the region MIR and NIR. For the
MIR was possible to identify, between 4000-600 cm, 15 absorption bands (Andrade et al. 2018;
Leite et al. 2019; Pax et al. 2019) and in the NIR region, 9 absorption bands were observed between
1100-2500 nm (maximum absorbance) that corresponded to absorption attributed to the vibrations
of the functional groups (Figure 2) (Cevoli et al. 2013; Alinovi et al. 2019; Priyashantha et al.
2020). The intensity of the absorption of the bands reflect the amount of the component present in
the analyzed product (Andrade et al. 2018), being possible to verify if there are differences between
the spectra. It is clear that the differences between the cheeses by regions were best evidenced when
the NIR was used.

In the spectra of MIR (Figure 2A), in 3245 cm™ was observed a band of vibrations of the O-H, due
to symmetric and asymmetric axial deformation, indicative of the presence of water (Leite et al.
2019), where the spectrum from the Far West and Northeast presented different intensities and those
from the South and South Center showed similar behavior (Figure 2A). Between 1400-951 cm™
were found vibrations of stretching of the C-H/C-O/C=0 (fat) and in 1321 cm, bonds C-O/C-OH
(carbohydrates). Differences were observed in the intensity of the spectrum, lower intensity of
samples of the Far West and greater intensity in those of the Northeast. The regions 1630-1540 cm’
! related to stretching vibrations of the functional groups C=0/C-N and N-H/C-N, indicative of the
proteins (Amides I-11) (Leite et al. 2019; Pax et al. 2019), showed no differences in intensity
between samples.

In the NIR spectra (Figure 2B) the bands are usually wider, bell-shaped, less intense and more
overlapping than in the MIR region, providing more complex structural information, for they can
excite the combination of bonds vibrations and overtones with harmonic or anharmonic vibration,
since the vibrational behavior of bonds at wavelength ranges (Cattaneo et al. 2008). Broad and
intense bands were observed around 1453-1933 nm, related to the functional group O-H. Most of

the bands obtained were associated with combinations of bonds vibrations and overtones of the
76



groups C-H and CHa related to fat, in 1210 nm, 1340 nm, 1728 nm, 1764 nm and 2349 nm, and two
bands in 2174 nm and 2308 nm associated with groups N-H and NHs related to proteins

(Amides/Amines) in cheese (Cevoli et al. 2013; Alinovi et al. 2019; Priyashantha et al. 2020).

Figure 2. Coalho cheeses spectra from the mesoregions of Bahia obtained by (A) MIR and (B)

NIR; (C) Geographic location of Bahia mesoregions producing coalho cheese
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According to Pasquini (2018) and Lei et al. (2019), among the existing non-destructive
spectroscopic techniques, the NIR has been applied more than MIR for the analysis, determination

and quantification of macronutrients or macro properties (such as fat, protein and water content) in
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complex and heterogeneous samples such as cheese. This is because the absorption bands are
combinations of fundamental vibrations and for this reason, their molar absortivities are low and the
detection limits are reduced and, therefore, has low sensitivity.

The difference between the cheeses was best observed, mainly between 1400-1650 nm (O-H),
1700-1850 nm (C-H) and 2100-2300 nm (NH). Throughout the spectral design, the spectrum of the
Northeast region showed greater intensity of absorption, the spectrum of Far West less intensity,
and that of South and South Center, more similar intensities, corroborating that the geographic
location of these cheeses (Figure 2C) may reflect on their physicochemical characteristics and
composition (Karoui et al. 2005; Alinovi et al. 2019). These spectral differences were evidenced,
mainly, due to the regional characteristics of origin of each cheese, as observed by Cattaneo et al.
(2008), who using the NIR, discriminated 39 Italian Bitto cheeses in relation to the characteristics
of the places of origin (alps, mountains or plains).

In this study, the Northeast presents typical characteristics of the “sertdo” from Bahia, which
exhibits peculiar climate and soil conditions, with low precipitation index and long periods of
drought, which can affect the characteristics of the raw material used for cheese production. The
South and South Center mesoregions present forest biomes in the coastal region and the caatinga,
respectively, however, are located closer to each other, sharing similar rainfall and weather
characteristics and their humidity and regularity of rainfall allow better conditions for feeding the
animals, thus interfering the quality of milk and consequently on the physicochemical

characteristics and technological properties of Coalho cheeses produced (Oliveira et al. 2012;

Embrapa 2014; Fontenele et al. 2017).

Chemometric Analysis

Principal Component Analysis

78



For spatial separation of physicochemical and technological properties samples by PCA, only two

PCs were needed to explain >75 % of the total variability of the original data for both groups of

data, being effective in reducing its dimensionality (Figure 3).

Figure 3. Graphics of PCA scores from the (A) chemical composition and physicochemical

characteristics and (B) technological properties of coalho cheeses from Bahia, Brazil

@ °

oo er
o0Om>»

PC2 (25.57%)

£
A

PC1 (50.79%

®) o
0

S

PC2 (28.75%)
—— Y
- L
o
»
L J
L
.

&
w
"
-
o 4-
-
n
w
'S

PC1 (56.68%)

A: South Mesoregion; B: Far West Mesoregion; C: Northeast Mesoregion;
D: South Center Mesoregion

79



The results of the PCA showed that it was possible to form groups and discriminate samples by
region, according to the composition, mainly for cheeses from the Northeast and Far West that
presented in opposite quadrants (Figure 3A), where the variables: b* (chromaticity coordinate), fat
content and pH were important for this differentiation, because displayed a high correlation with
PC1, 0.93, 0.67, -0.77, respectively. The aw also presented variability that helped to separate the
groups, but with less effect due to positive correlation (0.89) with PC2.

As for the contribution of PC1, the samples from the Northeast were presented exclusively in the
left quadrant, due to a lower fat content, yellow color and higher pH (negative correlation) in
relation to the Far West cheeses, especially, that have higher fat content, lower pH and a more
yellow color and has the majority of its samples occupying the right quadrant, despite the observed
dispersion. The cheeses from the South and South Center mesoregions were located in the center of
the graph, it can be inferred that both have similar characteristics, although some samples share
similar characteristics to the cheese produced in the Far West.

The aw, pH, fat content and the b* chromaticity coordinate are important for the characteristics of
the cheese. The moisture interferes with aw and its variations may be related to the quality of the
raw material and to the processing, which involves handling the dough, cooking temperature that
affect the process of expelling the whey from the curd (syneresis) in the cooking process, pressing
time, among others. They can also influence biochemical parameters, such as the specific
microbiota and the enzymatic activity of the cheese, interfering in the organoleptic properties,
texture, pH and acidity (Machado et al. 2011).

The pH is a decisive factor in the quality and production of the cheese and can interfere in its
functional properties such as melting and texture, and important features of Coalho cheese is its
well-defined edges and non-melting. Cheeses with lower pH, close to the isoelectric point of
caseins, may have less hardness/firmness and chewiness and greater cohesiveness due to greater
interaction between proteins, and cheeses with higher pH may have a more hardened texture

(Queiroga et al. 2013; Brasil 2001).
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The b* represents the intensity of the yellow color, a primary parameter for its acceptability and the
color variation between the cheeses contributed to differentiate the samples. It is suggested that the
b* is related to the fat content, since -carotene, pigmentation responsible for the color, is lipophilic
and it has an affinity with the fat micelles. It can be inferred that cheeses with high fat content have
a more yellow color, as it was observed with samples from the Far West (Queiroga et al. 2013).
Cheeses with high fat and aw content may have less firm characteristics and less chewiness. The low
fat content can lead to increased interaction between proteins, promoting a more dense matrix and,
consequently, with greater cohesiveness, chewiness and hardness. Variations in aw can also affect
texture, as a higher water content in the form of pure water results in a softer cheese texture
(Oliveira et al. 2012).

As for technological properties (Figure 3B), 85.4 % of the explanation of the original data was
represented by only two PC, with PC1 significantly and positively related to hardness, chewiness
and elasticity (0.91, 0.96, 0.67, respectively) and PC2 with cohesiveness (0.93).

The formation of groups was observed, but with greater dispersion, indicating that a lack of
standardization in the production stages between the regions of origin, which may vary, with each
batch or production day, reflecting on the dispersive behavior groups. The separation the samples
occurred mainly due to the contribution of PC2, correlated with the cohesiveness, where the results
pointed differences mainly for cheeses from Far West what showed greater cohesiveness than the
others.

This is a reflection of pH values closer to the isoelectric point of the proteins of the cheeses in this
region, which favoring the protein-protein interactions, greater strength between the internal bonds
matrix and a high degree of aggregation and cohesiveness. In addition, the temperature used to the
tests (20 °C) had an important role in the increase in cohesion, since it is possible that there was a
large concentration of solid fats, in the form of crystals, in a way that the high fat content may have
promoted an increase in cohesiveness, due to less lubrication of the protein matrix. Thus, the effect

on the textural properties of the cheese was the result of the impact that both characteristics on the
81



interaction forces of the matrix and this may explain why it was not possible to observe the same
dispersion of the samples in the graphs of composition (Figure 3A) and technological properties
(Figure 3B).

The results showed that samples from the Far West presented a higher percentage of fat, lower pH
and greater cohesiveness, distancing from the samples from the Northeast region, which showed
lower fat content, higher pH, lower aw, however there was no great influence on the other
technological properties, as observed in the graphic.

Applying PCA to the MIR and NIR spectrum (Figure 4) it was observed that the NIR promoted
better separation between cheese from different regions (Figure 4B), confirming that this tool is
promising for the evaluation of macro properties of heterogeneous samples and their discrimination
(Lei et al. 2019).

Spatial separation of MIR was defined by 2 PCs (84.35%), using 13 main bands (Figure 4A). PC1
represented 62.26 % of the total variance and correlated with the regions bands 2945-1747 cm
(C=0/C-H), 1400-951 cm (C-H/C-0O/C=0) indicative of the presence of fat, and with the 3245 cm
! band referring to the O-H. The PC2 showed a significant correlation with the functional groups
referring to Amides | and 11 (C=0/C-N/N-H) around 1630-1540 cm™.

The results obtained showed that there was no formation of homogeneous groups of samples by
region for this technique, being observed the large dispersion between the samples, which can be
justified by multicollinearity, where fundamental molecular vibrations in the MIR may reflect
information from all possible functional groups of bonds, and these may not be associated
exclusively with the vibrational modes of a specific molecule, such as amide I, which can be related
to the stretching of the carbonyl group and the C-N and to the angular deformation C-N-H,
indicating that the analysis with MIR may be more adequate to identify functional groups in cheese

samples (Lei et al. 2019; Pax et al. 2019).
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Figure 4. Graphics of the PCA scores from absorbance of the spectrum bands in the MIR (A) and

NIR (B) for the coalho cheeses from Bahia, Brazil
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The use of NIR (Figure 4B) showed better discrimination and more evident separation between the
cheeses by origin, behavior similar to that found by physical-chemical analyzes in the formation of
groups. The spectral information of the NIR is generally distributed over the wide wavelength

ranges, but sometimes all the information in the spectrum may not be correlated with the
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investigated properties (Priyashantha et al. 2020). For this analysis, at first, the entire NIR spectrum
(between 1100-2500 nm) was used for the discrimination of the samples, considering the
contribution of the different spectral regions and their respective functional groups. However, 3
main spectral regions were used: 1400-1650 nm (O-H), 1700-1850 nm (C-H) and 2100-2300 nm
(N-H), and two important criteria were used for that choice. First, these 3 regions are associated
with the main components of cheese (fat, protein and water content) which may vary more in
relation to origin and / or production processes, for example. Second, the visual analysis of the
spectra was also performed and greater variation between these spectral regions was observed,
because introducing other regions brought noises and made it difficult to detect differentiation by
region. Thus, these specific regions reflected even better the cheeses characteristics and better
discrimination was observed. Two PCs (98.99 %) were needed to explain the data variability and all
variables used being significantly correlated with PC1 (96.82 %).

The Northeast, Far West and South cheese differentiated between them, occupying different regions
in the PCA graph. Due to differences between biomes, climatic conditions and soils in animal
production systems, as in the Northeast, Far West and South regions, the composition of the bovine
milk used for cheese production may differ, leading to different characteristics in the final product.
Cheeses from the South and South Center, regions with more similar soil-climatic conditions,
occupied the central region of the graph by PCA, indicating similar spectral behavior, mainly due to
the bands related to the hydroxyl vibration, of the water and C-H bonds of the fat (Cevoli et al.
2013; Alinovi et al. 2019).

The regional characteristics and particularities in processing can affect the fat content and its
respective bands in spectral regions, reflecting on the composition and structure of the cheeses, such
as dry weather and low frequency of rainfall in the Northeast. Differences in pressing time, cooking
time and temperature of the cheese dough that affect the process of syneresis of curd are closely
related with the water content, aw and their respective bands in spectral regions, which also reflects

in the characteristics of the cheeses, enabling to group them by region (Embrapa 2014). These
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results indicate that with PCA it was possible to identify differences between Coalho cheese by

regions and confirm the importance of variables aw and fat in the discrimination capacity.

Linear Discriminant Analysis

In order to test the accuracy of the analyzes for the distribution of cheeses the LDA was applied.
Table 2 shows the percentage of correct classifications for the samples by regions according to the
data of the analytical measures and the absorbance of the spectra of MIR and NIR.

The training capacity and validation were verified according to the functions obtained and the
classification rate. The discriminant functions generated were able to provide the variables that most
influenced the discrimination of cheeses according to their origin. For the composition data matrix,
pH, fat and aw were the ones that most influenced the discrimination of the samples, as well as in the
PCA, with classification rate varied of training between 70.97 %-100 %, and the validation rate
between 61.29 %-95.00 %, with the Far West, South and Northeast mesoregions having higher
classification rates. For technological properties, the Northeast stood out with the highest
classification rate for both training and validation, and the variables hardness and chewiness were

determinant for this discrimination.

Table 2. Classification of the coalho cheeses origin by mesorregion regarding chemical and
physicochemical characteristics, technological properties and spectral data (MIR and NIR) by

applying LDA functions.

Classification rate (T/V)
South Far West Northeast South Center
(n=10) (n=20) (n=10) (n=30)
Composition ~ 90.00%/80.00%  100.00%/95.00% 80.00%/70.00% 70.97%/61.29%
TeFfrhO”p‘(’e'r‘i?;ga' 60.00%/40.00%  50.009%/40.00%  100.00%/90.00% 64 5206/61.29%
MIR 90.00%/50.00%  80,009/65.00% 100.00%/80.00%  g0.65%/61.29%
NIR 90.00%/90.00%  70,009/80.00% 90.00%/90.00% 77.42%/70.00%
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With MIR, rates of classification between 50 % and 80 % in validation were obtained, and
Northeast cheeses (80 %) also presented better discrimination, with the most important variables for
discrimination the bands between 2915-1747 cm?, 1400 cm?, 1170-971 cm™ related to the
vibration of the functional groups C-H, C=0, C-H/C-O, respectively, indicative of the presence of
fat.

As with the PCA, with NIR spectroscopic analysis, it was possible to verify a better discrimination
between the groups, especially in the spectral regions of: 1400-1650 nm, 1700-1850 nm and 2100-
2300 nm, associated with overtones and combination vibrations of the O-H, C-H and N-H bonds,
respectively. Based on the coefficients of the generated discriminant functions, it was observed that
the bands related to the functional groups associated with fat and water were responsible for the
discrimination of the Coalho cheese by producing regions, with the classification rate between 70
%-90 %, where cheeses from the Northeast (90 %), South (90 %) and Far West (80 %) showed
better discrimination, regions of different biomes such as the “sertdo”, rainy coastline and brasilian
savannah (cerrado), respectively, characteristics that can interfere in the composition of milk and
cheeses, making them different from each other.

Thus, the LDA is a good alternative to discriminate cheeses according to the regions of origin, since
it has a good capacity to identify and differentiate previously unknown samples (Santos et al. 2017),
making it possible to consider the use of spectroscopic analysis, especially the NIR, which
presented a better classification rate, replacing the other analysis, since the chemical characteristics

of Coalho cheese reflected in spectral data.

CONCLUSIONS
The results obtained in this study demonstrated that the spectroscopic technique proved to be

efficient in the discrimination of Coalho cheeses from different origins. PCA and LDA were able to
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demonstrate difference between the cheeses, and the Northeast, Far West and South samples were
different. The variables pH, aw, fat content and functional groups indicative of the presence of water
and fat were decisive in differentiating between samples from different regions. The use of NIR
spectroscopy was more efficient in the capacity to discriminate samples, demonstrating a potential
to help in the identification of previously unknown samples, since the chemical characteristics of
Coalho cheese were reflected in spectral data.

Despite the limited number of samples, satisfactory results in terms of cheese classification were
obtained and this work provides a alternative for the fast classification and discrimination of Coalho
cheese from diferent producer regions and it could contribute for Coalho cheese authenticity,

enhancing their aggregate value.
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Artigo 2

Espectroscopia (MIR) e cromatografia (RP-HPLC) aplicadas
em peptidios solGveis para discriminacéo da origem
geografica de queijo Coalho
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Destaques

- A espectroscopia e cromatografia foram eficientes para discriminar origem de queijo
Coalho;

- Avaliacdo protedmica junto a quimiometria se mostraram robustos para classificar a
origem dos queijos;

- Cinco peptideos marcadores foram obtidos por RP-HPLC

- O MIR revelou que as amidas evidenciaram diferencas entre os peptideos por regido
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RESUMO

Objetivou-se discriminar queijo Coalho de acordo com a sua origem com base em perfis
peptidicos, utilizando a cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (RP-
HPLC) e espectroscopia no infravermelho médio (MIR) associados a Analise de
Componentes Principais (ACP) e Redes Neurais Artificiais (RNA). Os peptideos
soluveis foram extraidos de queijos Coalho obtidos de quatro diferentes mesorregides
da Bahia, Brasil, oriundos de sete laticinios distintos. Foram obtidas 70 amostras
coletadas com até 10 dias de fabricacdo e congeladas com 20 dias até as analises por
RP-HPLC e MIR. RP-HPLC indicou cinco peptideos marcadores para diferenciacdo dos
queijos e 0 MIR revelou perfis espectroscopicos das amidas com absorgdes distintas,
variando conforme a origem geografica. Para ambas as técnicas, ACP discriminou
corretamente os perfis peptidicos e os modelos de RNA foram eficientes na
classificagdo correta de todos queijos em seus respectivos grupos na validacdo,
associados a baixas taxas de erro (RMSEVrp.HpLc=0,0165, RMSEVMmir=0,0488). Os
resultados mostraram que RP-HPLC e MIR s&o uteis na discriminacdo de origem queijo
Coalho e 0 MIR apresentou-se como uma alternativa de menor custo operacional,
rapida, eficiente e robusta para esta investigacao.

Keywords: protedmica, produtos lacteos, andlise multivariada, infravermelho médio,

indicacdo geografica, quimiometria.

1. Introducéo

O queijo Coalho é um queijo ndo maturado, produzido com leite bovino integral
pasteurizado, coagulado enzimaticamente, sem adi¢do de culturas iniciadoras, de massa
cozida, comercializado com até 10 dias de fabricacdo (Brasil, 2001). A origem do queijo
tem relacdo com varios fatores como a localizacdo geografica, condic6es climaticas, do
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solo, aos processos e tecnologias utilizadas e questdes locais que podem atribuir um
conjunto de caracteristicas ao produto que se referem a esséncia territorial, podendo
gerar peptideos especificos ao produto acabado (Silva et al., 2016; Jabri et al., 2020). E
um produto de alto valor comercial e socioeconémico, sendo um dos mais populares
queijos brasileiros originados do Nordeste, que ocupa uma posicao de destaque devido a
sua versatilidade e aceitabilidade (Fontenele et al., 2017).

O estudo do perfil de peptideos de queijos regionais, como o Coalho, é importante para
garantir uma maior valorizacdo do produto, permitir o desenvolvimento regional através
da agregacdo de valor e também proteger os interesses dos produtores e consumidores.
A autenticidade tem se mostrado importante em relacdo a seguranca e qualidade de
alimentos e o interesse do consumidor por produtos tradicionais de uma regido vem
crescendo nos ultimos anos, demonstrando que a discriminacdo de sua origem vem
apresentando papel relevante na rastreabilidade do produto (Santos et al., 2017). Assim,
a realizacdo da analise protedmica associada a estudos analiticos s@o etapas importantes
para a autenticagdo do produto e contribuicdo para uma possivel obtencdo de
Denominacédo de Origem Protegida (DOP) (Dias et al., 2019).

Os peptideos tém sido amplamente utilizados como marcadores de espécies ou de
fraude em queijos e a aplicacdo destes para identificar a origem e autenticidade dos
produtos também tem ganhado destaque (Guerreiro et al., 2013; Pax et al., 2019).
Técnicas analiticas como cromatografia, eletroforese e espectrometria de massas ja
foram utilizadas para a investigacGes da autenticidade, identificacdo de origem e a
obtencdo de DOP em queijos (Silva et al., 2016), no entanto, poucos sdo 0s estudos
abordando o perfil peptidico de queijo Coalho por meio da cromatografia e a

espectroscopia no infravermelho médio (MIR).
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O MIR é uma técnica que tem sido utilizada para avaliar micropropriedades de
alimentos, que apresenta vantagens, como a facil execucdo, rapidez e custos reduzidos,
devido a ndo necessidade do uso de reagentes e precisdo na obtencdo dos resultados,
especialmente, quando associada a analise multivariada (Glassford et al., 2013; Leite et
al., 2019).

J& a avaliacdo de perfis peptidicos de queijos utilizando andlises cromatogréficas em
fase reversa (RP-HPLC) para a investigacdo da sua autenticidade ja foi realizada em
queijos como Cheddar (Parente et al., 2012), Terrincho, Serra da Estrela, Nisa, Evora,
Serpa (Guerreiro et al., 2013), Parmigiano-Reggiano (Sforza et al., 2012) e Coalho de
Pernambuco (Silva et al., 2016; Fontenele et al., 2017). No entanto, apesar da boa
sensibilidade da técnica, o RP-HPLC apresenta custo elevado, requer o preparo das
amostras e demanda longos periodos na conducgédo das analises.

A técnica de MIR ja foi aplicada para identificacdo de proteinas e peptideos em alguns
queijos como Mucarela (Sara et al., 2018), Gouda, Pecorino (Andrade et al., 2018) e
Cheddar (Wang et al., 2011) com o objetivo de avaliar a autenticidade e o estagio de
maturacdo. Estudos abordando a discriminacdo da origem geografica utilizando perfis
peptidicos em queijos ainda sdo escassos, principalmente em queijos Coalho e com a
aplicacdo do MIR. Assim, objetivou-se discriminar a origem de queijos Coalho de
diferentes locais do Nordeste do Brasil por meio do perfil peptidico identificado por
técnicas espectroscopica (MIR) e cromatografica (RP-HPLC), associadas a analises

multivariadas.

2. Material e Métodos

2.1. Origem das amostras
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Apos a realizacdo do mapeamento geografico das industrias de laticinios produtores de
queijo Coalho no Estado da Bahia (Brasil) com Selo Inspecdo Estadual (SIE) pela
Agéncia de Defesa Agropecuéria da Bahia (ADAB) ou com Selo de Inspecdo Federal
(SIF) pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) foram obtidas
as amostras utilizadas para esta pesquisa.

Foram consideradas as mesorregides oficiais da Bahia, classificadas pelo Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 1990) com base nos aspectos econdmicos,
culturais, climaticos e de bioma do Estado.

As amostras foram coletadas entre janeiro de 2018 e junho de 2019 de um total de sete
laticinios produtores sob inspecdo oficial, distribuidos nas mesorregides produtoras
identificadas: Sul (n=10), Extremo Oeste (n=20), Nordeste (n=10) e Centro Sul (n=30),
totalizando n=70 unidades experimentais, em que foram coletadas 10 amostras de cada
laticinio, com diferentes lotes e prazos de validade, sendo que o Sul e Nordeste
possuiam apenas um laticinio produtor de queijo Coalho cadastrado nos 6rgéaos
fiscalizadores, critério adotado para o desenvolvimento do estudo. N&o foram
consideradas os laticinios que produziam queijos sem fiscaliza¢do ou certificacao.

Os queijos foram coletados de forma individual e periddica, de forma a atingir a
producdo anual e variacdes sazonais, garantindo a repetibilidade do experimento. Foram
obtidas amostras em barras de 500g, embaladas a vacuo e com até 10 dias de fabricacéo,
transportadas em caixas térmicas e mantidas sob refrigeracdo (6 °C) por até 20 dias,
quando foram congeladas a -20°C e mantidas até o momento das analises, para

padronizacdo de reacGes proteoliticas.
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2.2. Extracao dos peptideos solGveis em &gua (PSA)

Os PSA foram extraidos de acordo com metodologia adaptada de Gongalves et al.
(2016). Amostras de queijo Coalho raladas (10g) foram homogeneizadas em 50 mL de
agua ultrapura (Milli-Q, Millipore Corp., Bedford, MA, USA) utilizando mesa agitadora
(Q226K, Quimis, Diadema, SP, Brasil) a 200 rpm por 1 hora. Os extratos contendo 0s
PSA foram centrifugados (Sorvall, Newtown, CT, USA) por 3 vezes, por 20 minutos
cada centrifugacdo, a 4000g e 4°C+1°C. O sobrenadante foi filtrado apds cada
centrifugacdo, em papel filtro quantitativo (Whatman n° 41, Cytiva, Sdo Paulo, SP,
Brasil) e os extratos contendo PSA foram congelados em ultrafreezer (modelo Alfa
Mare, Uberaba, MG, Brasil) a -80°C£2°C por 24 horas e liofilizados (liofilizador
Terroni, modelo LV 2000, Brasil) a -30°C+2°C e 0.040 mBar por 72h. Apos a

liofilizac&o, os extratos de PSA foram estocados a -20°C+2 °C.

2.3. Analise cromatografica

A metodologia utilizada foi descrita por Ong et al. (2007) com modificacGes. Os
extratos de PSA liofilizados foram submetidos a cromatografia liquida de alta eficiéncia
de fase reversa (RP-HPLC) utilizando uma coluna C18 (ZORBAX Eclipse Plus C18;
250x4.6mm de diametro interno, 5 mm de tamanho de particula), acoplada a uma pré-
coluna (ZORBAX SB-C 18, 4,6mm ID x 12,5mm, 5 um), conectada ao sistema HP
Agilent 1260 Infinitty Il. Foram utilizadas duas fases moveis, a primeira (A) composta
de uma solucdo de acetonitrila (5%, V/V) (RIEDEL-DE-HAEN) e &cido trifluoroacético
(0,1%, V/V) (Dindmica LTDA) e a segunda fase (B) formada por acetronitrila (50%,
VIV) e é&cido trifluoroacético (0,1%, V/V). Uma aliquota de 20uL da amostra foi
injetada automaticamente na coluna a um fluxo de 1mL/min na forma de gradiente das
fases moveis A e B durante 70 minutos. A analise iniciou com o fluxo de 100% da fase
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mével A e decresceu linearmente durante 60 minutos até que 100% do fluxo fosse
representado pela fase B, de 60 a 65 minutos um novo gradiente linear foi realizado de
maneira a estabelecer o fluxo a 100% de A que foi mantido até o final da analise (70
minutos). A temperatura da corrida foi mantida a 30°C, a deteccdo dos peptideos foi
realizada a 215nm em um detector UV-Vis e para avaliagdo dos cromatogramas foram

considerados o tempo de retencdo das fragdes, a area dos picos e seus espectros de UV.

2.4. Analise espectroscopica por MIR

Os extratos de PSA liofilizados foram analisados por MIR em espectrdmetro
Infravermelho com Transformada de Fourier com Reflexdo Total Atenuada (FTIR-
ATR) AgilentCary® 630 (Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA) e 0s espectros
foram obtidos na regido de 4000-600cm™, resolucédo de 4cm™, 64 scans com célula de
cristal de diamante, sob temperatura ambiente (£24 °C). Para a leitura, 0,59 de cada
amostra foi depositada na superficie do diamante ATR e pressionadas por meio da
bracadeira de pressdo anexa. Apds cada coleta, a leitura do espectro de background foi
realizada e cada espectro foi obtido em aproximadamente, 30 segundos, sendo realizado
em duplicata. Utilizou-se o Agilent MicroLab PC Software® e as maximas absorbancias

foram utilizadas como variaveis para a analise estatistica multivariada.

2.5. Analise Estatistica Multivariada

2.5.1.Tratamento de dados

Os dados foram organizados em matrizes m x n (linhas x colunas): onde m representa 0s
tratamentos e n as variaveis de interesse. Foram utilizadas os dados correspondentes ao
percentual de area de cada pico de interesse associado ao tempo de retencdo obtido por
RP-HPLC (matriz A) e aos dados de absorbancia das bandas do MIR (matriz B). Foram
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realizadas a Analise de Componentes Principais (ACP) utilizando o software Statistical
Analysis System, Student version (SAS 2018) e as Redes Neurais Artificiais (RNA)
com o Java Neural Network 1.1 (Wilhelm-Schickard-Institute, Tbingen, Alemanha),
baseado no Stuttgart Neural Network Simulator (SNNS) (Fisher, 2001) . Para a analise
dos dados obtidos por MIR, 0os mesmos foram pré-processados por meio da suavizagdo
por segunda derivada para reduzir os desvios ndo lineares de linha de base (Glassford et

al., 2013).

2.5.2 Analise de Componentes Principais

ACP é uma técnica exploratdria utilizada com o objetivo de verificar as similaridades
entre as amostras e de identificar a formacéo de possiveis grupos pela observacéo direta
do grafico bidimensional (Jesus et al., 2020). Foi aplicada aos dados do MIR e RP-
HPLC por apresentarem inlmeras variaveis que dificultam o emprego de estatistica
univariada ou a andlise visual, sendo preciso reduzir a dimensionalidade dos dados, com
minima perda de informac&o, o que ndo é possivel utilizando dados originais. Os dados
foram padronizados (L =0, o = 1, onde u: média e o: desvio padrdo) e um novo sistema
de coordenadas com eixos ortogonais foi criado, originando os componentes principais
(CP). A matriz de covariancia (S) foi utilizada, obtendo-se os autovalores e seus
respectivos autovetores normalizados, dando origem aos CP’s, que foram determinados
considerando o critério de fatores interpretaveis, o diagrama de autovalores (screeplot) e
a variancia dos dados originais >70% (Silva et al., 2020). A ACP foi utilizada para
verificar as variaveis mais importantes e selecionar as que contribuiram
significativamente com a discriminacdo das amostras, sendo avaliadas com base em sua
correlacdo com os CPs e significancia (p<0,001) e de acordo com a soma dos quadrados
(somaquad) dos escores do CP1 e CP2 e aquelas que apresentaram menor correlacdo e
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menor somaquad foram excluidos, até se obter as varidveis mais significativas. Foram
identificadas as semelhancas e diferencas entre as amostras e 0s possiveis clusters por

meio da observacéo direta do gréafico de scores.

2.5.3. Redes Neurais Artificiais
A RNA foi aplicada para classificar os dados e otimiza-los por meio do processo de
aprendizagem das redes a partir de dados reais, capturando relaces funcionais entre
variaveis de entrada e saida (Silva et al., 2020). Foi realizada a partir dos dados
selecionados pelo algoritmo Kennard-Stone, divididos em 70% para o treinamento e
30% para validagdo, e normalizados de acordo a Equagé&o 1.

X1— X3

Y= Equacdo 1

X3— X

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

Foi aplicada a metodologia de redes supervisionadas Perceptrons Multicamadas, capaz
de classificar as amostras e solucionar problemas de altos graus de ndo-linearidade, para
identificar as classes especificas que os queijos pertenciam. Foi aplicada a funcdo de
ativacdo tangente hiperbolica (tanh) em todos os neurdnios, conexdes feed-forward e
algoritmo de treinamento Resilient Propagation que tornou o processo de convergéncia
mais eficiente e robusto (Conceicéo et al., 2019).

Os modelos de redes foram treinados aplicando 500 ciclos, divididos em 50 iteracdes,
correspondentes as amostras da fase de treinamento. A entrada da rede foi construida
pelo conjunto de dados normalizados, foram testados de 10 a 50 neurdnios na camada
intermediaria e utilizadas 4 variaveis de saida (A: Sul, B: Extremo Oeste, C: Nordeste,
D: Centro-Sul), construidas por uma matriz identidade correspondente aos grupos

estudados (1,0,0,0). Foram testadas 10 diferentes arquiteturas e escolhida a melhor
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rede. O sucesso do modelo de classificacdo foi avaliado de diferentes formas: (a) pela
capacidade de classificacdo, de acordo com o percentual de acertos e (b) pela
minimizacdo do Root Mean Square Erros nas etapas de treinamento (RMSET) e

validacdo (RMSEV), Equacéo 2.

RMSE = \/%Z’f:l(xd — xp)2 Equacio 2

3. Resultados e Discusséo

3.1. Analise cromatogréafica

O perfil peptidico obtido por RP-HPLC apresentou um total de 28 picos (Figura 1S,
Arquivo Suplementar) (Tabela 1), observado em todas as amostras avaliadas, com o
mesmo tempo de retencdo e o mesmo espectro UV (fingerprint). As principais
diferencas entre os cromatogramas das amostras de PSA dos queijos foram mais
evidentes em 14 picos.

Peptideos separados por RP-HPLC ocorrem por diferenca de polaridade e eluem de
acordo com a sua afinidade pela coluna. Aqueles que eluem na porcéo inicial da corrida
cromatografica, em menor tempo de retencdo, correspondem aqueles mais polares, mais
hidrofilicos, enquanto que aqueles com maior tempo de eluicdo indicam menor
polaridade e maior hidrofobicidade (Picon et al., 2007),

De maneira geral, os picos 2, 3, 5, 6, 10, 13, 14 e 28 (Tabela 1) apresentaram-se com
maior area para 0s queijos da mesorregido Extremo Oeste e do Nordeste, sendo em sua
maioria peptideos, possivelmente, com cadeias laterais mais polares, de carater
hidrofilico por eluiram na porcédo inicial da coluna cromatografica. Enquanto que os
queijos das mesorregides Sul e Centro Sul, apresentaram os picos 1, 8, 12, 17, 23, 24 e
27 (Figura 1) com maior area, sendo a maior parte de carater hidrofébico, com cadeias

laterais menos polares (Nielsen et al., 2017; Timén et al., 2019).
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Tabela 1. Areas dos picos (%) das fracbes peptidicas dos queijos Coalho de diferentes

mesorregides da Bahia, Brasil, obtidos por RP-HPLC.

Ndumer_agéo Trigggé?)e — A — B — ¢ — D
OSPICOS  minutos) X +£SD X +SD X £SD X +SD
1 7,4 0,53 +0,35 0,42 +0,28 0,28 0,14 0,47 £0,39
2 10,5 1,43 +0,81 1,35+1,12 1,76 +0,34 1,03+0,73
3 12,2 0,26 £0,10 1,47 £1,02 0,44 + 0,67 0,52 +0,37
4 12,6 1,19 +0,73 0,70 +0,98 0,71+0,78 0,96 +0,71
5 18,5 3,76 +2,42 420+1,87 5,94 + 1,52 4,16 + 1,68
6 19,5 0,28 + 0,24 0,06 + 0,03 0,52 +0,39 0,11 +0,08
7 20,3 0,12+0,10 0,25+0,13 0,24 +0,21 0,26 +0,25
8 22,4 0,56 + 0,24 0,20 +0,11 0,49 + 0,20 0,22 +0,34
9 23,0 0,75+ 0,22 0,50 + 0,45 0,47 +0,15 0,35+ 0,26
10 25,0 0,50 + 0,34 2,42+2,16 0,37 +0,28 0,42+0,21
11 26,5 0,86 + 0,33 0,29 +0,22 0,42 +0,53 0,62 + 0,45
12 27,5 2,91+1,03 1,09+ 1,29 0,88 +0,67 1,16 + 0,47
13 28,4 1,44 + 1,67 1,28 +1,14 2,80+144 1,08 + 0,54
14 29,7 1,32 +0,40 2,82+232 2,16 +2,12 0,82 +0,40
15 31,1 0,75+0,31 0,18 +0,20 0,35+0,38 0,45 + 0,34
16 31,6 1,49 +0,52 0,47 +0,41 0,78 0,27 0,50 + 0,39
17 32,5 1,68 +0,80 0,64 + 0,40 1,12 +0,73 1,21 0,50
18 34,4 0,32+0,28 0,82+0,76 1,02 £ 0,34 0,52 + 0,45
19 35,2 0,80 0,31 0,65 + 0,59 0,70 0,32 0,80 + 0,36
20 36,3 0,40 + 0,31 0,26 +0,23 0,26 +0,23 0,27 +0,26
21 38,2 463+1721 2,99 + 2,06 491+1,74 3,76 +1,22
22 39,1 0,53+0,35 0,48 + 0,47 1,47 +1,29 1,07 +0,63
23 46,6 2,50 + 2,87 1,26 +1,08 1,51+1,18 2,17 + 1,44
24 47,5 3,89+283 1,57 0,86 3,52 +0,63 3,33+1,76
25 48,4 2,83+ 2,04 2,99 + 1,94 5,44 + 1,74 3,75+2,72
26 49,1 3,47 + 2,50 1,44 +1,39 3,12+191 3,97 +2,80
27 50,2 4,73 +234 4,03+ 3,00 0,04 + 0,04 2,48 +1,95
28 50,7 1,02 +0,42 2,16 + 2,24 8,06 + 1,96 2,21+1,12

A: Mesorregido Sul; B: Mesorregido Extremo Oeste; C: Mesorregido Nordeste; D: Mesorregido Centro Sul; X:
média da area do pico; SD: desvio padrdo; Tempo de retencéo expresso em minutos.

Durante a producdo do queijo Coalho, o coalho é adicionado para catalisar a hidrolise
de Pheios-Metios ligada & x-caseina, que causa desestabilizagdo das micelas de caseina
formando a coalhada, matriz continua de caseina, que ap0s diversas etapas dara origem

ao queijo. A protedlise é um processo bioquimico complexo que envolve a degradacao
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da matriz da caseina, produzindo uma variedade de peptideos e aminoacidos livres, que
incluem peptideos insoliveis e soluveis em agua (Silva et al., 2016).

As proteinas do queijo sdo originadas do leite utilizado na producdo, encontrando-se
proteinas micelares como asi-caseina, os2-caseina, B-caseina e k-caseina (Gongalves et
al., 2016). De acordo com a literatura, as fragdes peptidicas obtidas neste estudo podem
estar relacionadas, em sua maioria, aos fragmentos da -caseina (picos 2, 3, 5, 8, 10, 12,
14, 17, 23, 24 e 28), a asi-Caseina (picos 3, 5, 6, 17, 23 e 24), as-caseina (pico 1) e
fragmentos da k-caseina (pico 2) (Figura 1) (Silva et al., 2016; Fontenele et al., 2017;

Dias et al., 2019).

Figura 1. Cromatogramas de peptidios soliveis em agua de queijos Coalho de
diferentes mesorregides da Bahia, Brasil, separados por RP-HPLC. Mesorregides A:

Sul; B: Extremo Oeste; C: Nordeste; D: Centro Sul.
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Diferencas no processo de fabricacdo dos queijos de cada regido onde foram produzidos

sdo fatores que podem levar a diferentes condi¢fes proteoliticas nos queijos. A
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utilizacdo de coalhos distintos, com poder de coagulacdo e natureza diferentes (origem
animal, vegetal ou microbiana), e também, variacbes em agentes proteoliticos
enddgenos ativos como as enzimas naturais do leite, a plasmina, podem diferir de
acordo com a origem de producdo dos queijos, influenciando diretamente na formacao
de peptideos (Dias et al., 2019).

Neste estudo, os queijos foram produzidos com coalho de origem animal e microbiana
e variaram quanto ao poder coagulante. Segundo Timon et al. (2014) e Timén et al.
(2019) enzimas de distintas naturezas se diferem em relacdo a sua especificidade e,
consequentemente, a protedlise primaria da caseina. Além disso, Jesus et al. (2020)
relatam que a temperatura de cozimento e 0 tempo de prensagem, se automatica ou
manual também afetam a umidade e atividade de agua (aw) e, assim, a atividade
proteolitica e enzimatica do queijo, devido ao meio Umido favorecer a proteolise.

Os queijos da mesorregido Extremo Oeste foram produzidos com coalho de origem
microbiana e alto poder coagulante (1.200 IMCU/mL), com enzima obtida por cepa de
Rhizomucor miehei, coagulante de atividade proteolitica mais acentuada em relagdo aos
de origem animal e também de maior especificidade, capaz de gerar peptideos mais
hidrofilicos, devido a perda reduzida de nitrogénio no momento da prote6lise (Timon et
al., 2014). Além disso, o Extremo Oeste € a unica regido que realiza o processo de
prensagem de forma manual, o que favorece uma maior retencdo de dgua, aumento de
umidade do queijo e, consequentemente, da sua atividade proteolitica. Na mesorregido
Nordeste coalho similar foi utilizado para a producdo dos queijos, revelando
caracteristicas semelhantes em seu perfil peptidico.

Os queijos da mesorregido Sul foram produzidos com coalho de origem bovina
composto por 80% de pepsina e 20% de quimosina e menor poder coagulante (320
IMCU/mI). A pepsina bovina é uma enzima menos especifica, pois pode hidrolisar
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excessivamente as caseinas e continuar degradando rapidamente a cadeia de aminoacios
durante a coagulacdo do leite, podendo provocar maiores perdas de nitrogénio e gordura
durante a producdo e obter peptideos de natureza hidrofobica (Nielson et al., 2018).
Além disso, a etapa final de cozimento da massa dos queijos do Sul ocorre sob alta
temperatura (>55°C), 0 que promove a rapida sinerese da coalhada e com isso a reducédo
da lactose residual, havendo assim menor producdo de &cido latico na massa da
coalhada. Estes fatores resultam na reducdo do teor de agua do queijo e levam a reducgéo
de acidez e aumento de pH, o que interfere na umidade, aw € na natureza dos diferentes
peptideos obtidos (Furtado 2019).

Os queijos do Centro Sul, embora sejam produzidos com coagulante de origem
microbiana (Rhizomucor miehei), apresentam alguns peptideos semelhantes ao Sul
devido o coalho apresentar atividade coagulante similar (250 IMCU/ml), associado a
um maior tempo de coagulacdo, além de passarem pelo mesmo processo de prensagem,
levando a producao de alguns peptideos de natureza semelhante.

O tipo e a quantidade dos peptideos gerados nos queijos também podem ter variado em
decorréncia das diferentes condi¢fes climaticas de cada mesorregido, do solo, da
forragem ofertada aos animais da raca e estagio de lactacdo que podem levar a variagoes
relacionadas a sua microbiota e as enzimas, naturalmente presentes no leite (Dias et al.,
2019).

A mesorregido Extremo Oeste possui bioma de cerrado com clima quente e chuvas
espassadas e, o Sul apresenta zona de mata e clima imido com regularidade nas chuvas,
mais similar ao Centro Sul, enquanto que o Nordeste possui clima seco e chuvas
escassas. Todas as variacdes por regido podem influenciar na composicdo proteica do
leite e dos queijos, pois a forragem ofertada ao animal sofre influéncia desses aspectos
exogenos interferindo significativamente na composicao do leite utilizado como matéria
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prima para o queijo. Além disso, esses aspectos associados a técnicas de producdo

locais levam a caracteristicas diferentes do produto final e peptideos especificos

3.2. Analise espectroscopica por MIR

A partir dos espectros obtidos por MIR dos peptideos sollveis dos queijos Coalho
foram observadas 18 bandas em cinco regiGes principais (Figura 2), relativas a
vibracdes e rotacdes de grupos funcionais que correspondem as amidas A e B (3030-
3500 cm?) (Wang et al., 2011), amida | (1654-1618 cm™) e Il (1577-1508 cm™)
(Glassford et al., 2013) e amida 111 (1320,36 cm™ e 1240,46 cm™) (Goormaghtigh et al.,
2006), observando-se diferencas entre os espectros (Figura 2a).

Diferente da separacdo por RP-HPLC, os espectros do MIR refletem a interacdo da
radiagdo eletromagnética com os peptideos dos queijos, gerando movimentos
vibracionais e rotacionais Unicos resultantes da absorcdo de energia entre os &tomos dos
seus grupos funcionais que correspondem a uma “impressdo digital” capaz de
diferenciar as amostras de acordo com a sua origem (Glassford et al., 2013).

Na regido entre 3030-3500cm® ocorreram vibragdes de estiramento
simetrico/assimétrico das ligacbes de N-H relacionadas as amidas A e B, que
apresentaram bandas com baixa intensidade e alargamento, o que é justificado pelas
ligacbes de hidrogénio, que sdo mais fracas em N-H que nas hidroxilas, além disso,
ambas refletem a estrutura secundaria das proteinas e estdo correlacionadas com o
conteudo da estrutura a-hélice (Wang et al., 2011), apresentando-se maior para as
mesorregides do Extremo Oeste e Nordeste e menor para 0s queijos do Sul e Centro Sul

(Figura 2b)
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Figura 2. (a) Espectros dos Peptideos Soltveis em Agua (PSA) de queijos Coalho de
mesorregides da Bahia, Brasil, obtidos por MIR. (b) Regides espectrais ampliadas
referentes as amidas A e B (c) Amidas I, Il e Ill. Mesorregides A: Sul; B: Extremo

Oeste; C: Nordeste; D: Centro Sul.

(a) Amida | Amida Il

Amida Il

o0w»>»

0,20 4

0,15 - Amida A Amida B

Bl
0,10 ~ / !

Abs

4000 3000 2000 1000

N° de onda (cm_1)

(c)

N-H/C-N
0159 N-H C=0/C=H
— A
= | oz q /
= ol -

Abs

Abs

T T v . " . -
3600: {3600 3400, 3300: 32000 @100 3000 1700 1600 1500 1400 1300 1200

Ne° de onda (cm ') N° de onda (ecm')

As amidas | e Il sdo importantes regides da espinha dorsal dos peptideos, consideradas
mais sensiveis as variagdes proteicas e as diferencas na estrutura secundaria da caseina
(Barth et al., 2007; Glassford et al., 2013). A amida | esta relacionada as vibracoes

simétricas dos grupos funcionais C=0 e C-N, a amida Il com a vibragdo da deformacéo
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angular do N-H e C-N e a amida Ill com as vibragdes das ligacbes do C-N
(Goormaghtigh et al., 2006) (Figura 2c). As amidas refletem o comportamento das
estruturas secundérias das proteinas, que a depender da origem dos queijos, apresentam
cadeias laterais polipeptidicas e aminoacidos distintos resultando em altera¢des da a-
hélice e folhas B (Ye et al., 2017).

De acordo com Jesus et al. (2020) cadeias laterais de aminoacidos (&cido glutamico,
aspartico, glutamina, asparagina, lisina, arginina e tirosina) podem contribuir para a
variacao do sinal das amidas no espectro e a depender de sua origem podem apresentar
comportamentos distintos.

Neste estudo observou-se que os peptideos obtidos pela cromatografia refletiram em sua
absorcdo espectroscopica, pois queijos do Sul, que pela cromatografia apresentaram
peptideos mais hidrofobicos apresentaram bandas com menor absorcdo no MIR e
queijos do Extremo Oeste, com mais peptideos hidrofilicos, apresentaram bandas com
maior absor¢do espectroscopica.

Isto ocorreu também pois PSA compostos por aminoacidos com cadeias laterais polares
(N-H e C=0) ¢ estruturas a-hélice e folhas B estabilizadas pelas liga¢des de hidrogénio
proporcionam maior sensibilidade na regido das amidas e interferindo na absorgédo
espectroscopica pelo MIR (Wang et al., 2011).

A andlise das amidas tem apresentado destaque na avaliacdo da estrutura secundaria das
proteinas de diversos queijos como Cheddar, Gouda, Pecorino e queijo Manteiga (Wang
et al., 2011; Andrade et al., 2018; Leite et al., 2019) e no presente estudo observou-se a
separacdo entre as amostras avaliadas com base nestas bandas. Os fatores responsaveis
pela sensibilidade conformacional das amidas inclui as diferencas nas forcas das
ligacbes de hidrogénio e na transicdo dipolo, que fornecem informacgdes sobre os
arranjos dos peptideos na cadeia polipeptidica.
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3.3. Andlise Estatistica Multivariada

3.3.1 Analise de Componentes Principais

A fim de reduzir a dimensionalidade dos dados originais e verificar as variaveis
importantes para a separagdo dos queijos de acordo com a sua origem, os dados de PSA
analisados por RP-HPLC e MIR foram submetidos a ACP. Observou-se a formagao de
grupos de acordo com a regido de origem dos queijos utilizando as duas técnicas
analiticas.

A ACP foi aplicada aos dados do RP-HPLC com dois objetivos principais. Primeiro, a
ACP foi realizada utilizando o conjunto de dados da matriz A, composta por 28 picos
(variaveis), correspondente a todo o cromatograma, onde cada area de pico (%)
representou uma variavel e cada perfil cromatografico, uma amostra no conjunto de
dados multivariado. Observou-se a correlacdo das variaveis com os CPs (p<0,001) e a
soma dos quadrados (somaquad) entre CP1 e CP2 e aquelas que apresentaram menor
correlacdo e menor somaquad foram excluidos, até se obter as variaveis mais
importantes, e assim 5 picos (1, 3, 8, 10 e 28) (Figura 3) foram mais significativos e
refletiram melhor a variancia dos dados originais.

Os picos 1 e 8, com tempos de retencdo de 7,4min e 22,4min, respectivamente,
apresentaram maior area de pico (%) nas amostras da mesorregido Sul, se diferindo das
demais regiGes. Os picos 3 e 10, com tempos de retencdo 12,2min e 25min,
respectivamente, apresentaram maior area de pico para os queijos do Extremo Oeste. O
pico 28 (50,7min) apresentou maior area de pico para os queijos do Nordeste e as
demais mesorregides apresentaram menores areas deste pico (Figura 3). Dessa forma, 0s
picos indicados podem ser usados como marcadores destas regides sendo considerados
eficientes para a discriminacdo da origem geografica dos queijos Coalho.
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Figura 3. Regibes ampliadas de cromatogramas de cinco peptidios soliveis em agua
(PSA) de queijos Coalho de diferentes mesorregides da Bahia, Brasil obtidos por RP-

HPLC. Mesorregides A: Sul; B: Extremo Oeste; C: Nordeste; D: Centro Sul.
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Estas 5 variaveis foram aplicadas para ACP, sendo que dois componentes principais
(CP) descreveram 75,62% da variancia total dos dados, com 47,75% para CP1 e

27,87% para CP2 (Figura 4).
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Figura 4. (a) Score plot dos peptideos soluveis em agua de queijos Coalho de diferentes

mesorregides referentes aos dados de RP-HPLC; (b) Separagéo espacial das amostras

originadas Sul (A) e Centro-Sul (D); (c) Separacdo espacial das amostras do Extremo

Oeste (B) e Nordeste (C).
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Observou-se que a dispersdo grafica dos escores de CP1 e o CP2 das amostras de PSA

dos queijos contribuiram para a formacdo de grupos com base predominante nas
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diferentes regides que o0s queijos foram produzidos. O CP1 se correlacionou
significativamente (<0,001) com os picos 3, 8 e 10, com correlacdo de 0,88, 0,82, 0,81,
respectivamente, o que contribuiu para a separa¢do dos PSA dos queijos do Extremo
Oeste e Sul, em relacdo aos do Nordeste e Centro Sul, demostrando que estes
apresentaram-se como marcadores para a diferenciagdo dos queijos destas regides
(Figura 4a).

O CP2 se correlcionou negativamente (-0,73) com o pico 1 e positivamente com 0 pico
28 (0,64), sendo possivel visualizar a separagdo das amostras do Nordeste e Extremo
Oeste, que apresentaram-se no quadrante superior, em relacdo as do Sul e Centro Sul,
localizadas no quadrante inferior.

Na segunda abordagem se aplicou ACP com as mesmas variaveis, no entanto, avaliando
separadamente os PSA dos queijos do Sul e Centro Sul (Figura 4b) e do Extremo Oeste
e Nordeste (Figure 4c) sendo possivel evidenciar a separacdo e obtendo-se maior
explicacdo da variancia dos dados originais (100% para ambos). Para a separacao das
amostras das mesorregifes do Sul e Centro Sul, o CP 1 foi 0 que promoveu a separacao
das amostras, sendo o pico 8 0 que apresentou maior correlacdo com o CP1, sendo
essencial para esta diferenciacdo. Para a diferenciacdo dos queijos do Extremo Oeste e
Nordeste, os picos 10 (CP1) e 28 (CP2) foram decisivos, podendo ser considerados
marcadores potenciais na discriminacdo dos queijos oriundos destas regides.
Observou-se que as amostras de cada regido estudada apresentaram-se em quadrantes
distintos na analise por ACP, pois diferencas em relacdo a origem geogréafica afetaram
as caracteristicas da matéria prima utilizada para a producdo do queijo, e também,
processamentos diferentes de cada local foram capazes de influenciar a hidrofobicidade

dos PSA obtidos, sendo possivel discrimina-los.
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A separacédo espacial dos dados do MIR foi realizada utilizando os dados da matriz B,

contendo 18 variaveis/bandas obtidas por meio da anélise espectroscopica (Figura 5).

Figura 5. (a) Score plot dos peptideos soliveis em agua de queijos Coalho de

diferentes mesorregides referentes aos dados de MIR; (b) Separacdo espacial das

amostras originadas do Sul (A) e Centro-Sul (D); (c) Separacdo espacial das amostras

do Extremo Oeste (B) e Nordeste (C).

@ o8
vy A
06 o B
A C
o D
04
£ o2
=
«Q
& o0
(&)
-0,2
04
'0.6 T T T T T
-0.4 -0.2 0.0 02 06
CP1 (94,73%)
(0) ©
X 02+
A A
Sk o D 2o
' \\ 0] et .‘A‘ ...... A
; \ 4 o) o | e gy 1
3 : I [ I, i
g %28 > g o9 6 000
N © Yo )
0 °
8 %0 9 2 9 > g \' v % c°
° Q o014 - 0
0 0
o1 v v 02 - v v
Q4 03 00 o 02 03 ca 05 os Q8 01 00 DA 02
PC1{82.87%) PC 1 (7T595%)

0s

115



Testes foram realizados com bandas especificas, mas quando todo o conjunto de dados
foi utilizado a formagdo de grupos por origem de producdo dos queijos foi mais
evidente. 2 CP’s foram capazes de explicar 98.43% da variancia dos dados espectrais,
revelando eficacia na reducdo da sua dimensionalidade.

O CP1 representou 94,73% da variancia total e apresentou maior influéncia na
separacdo dos PSA dos queijos do Sul e Centro Sul (quadrante esquerdo) em relacéo aos
queijos do Nordeste e Extremo Oeste (quadrante direito) (Figura 5a). O CP1 se
correlacionou positivamente com todas as amidas (<0,001) sendo que as amidas |
(1629,94cm™) e amida 11 (1541,89cm™) estdo relacionadas com C=0, C=H, N-H e C-N.
As amidas | e 1l sdo mais sensiveis a alteragcdes conformacionais da estrutura secundaria
das proteinas e estdo relacionadas com as estruturas de folhas B e a-hélice, as quais
apresentaram maior correlacdo com o CP1, contribuindo de forma mais significativa
para a discriminacdo entre as amostras (Ye et al., 2017)

Quando o ACP foi aplicado, separadamente, nos PSA dos queijos do Sul e Centro Sul
(Figura 5b) e do Extremo Oeste e Nordeste (Figura 5c¢), com as mesmas variaveis, foi
possivel identificar a diferenciacdo das amostras destas regiées com variancia dos dados
originais equivalentes a 97,01% e 91,92%, respectivamente, sendo agrupadas em
quadrantes opostos.

Os queijos do Extremo Oeste apresentaram bandas com maiores absorbancias, devido
aos grupos funcionais das cadeias lateriais que permitem as ligacdes de hidrogénio,
proporcionando o maior carater hidrofilico e bandas com maiores intensidades de
absorbéancia, enquanto que os queijos do Sul apresentaram peptideos mais hidrofébicos
e apresentaram bandas com menor absorcdo no MIR, o que os diferenciaram em relacao

aos queijos do Nordeste e Centro-Sul, respectivamente.
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Foi realizada a analise conjunta envolvendo os dados de ambas as técnicas (RP-HPLC e
MIR), no entanto melhores resultados foram obtidos de maneira independente. Assim,
com a aplicacdo do ACP, o uso do RP-HPLC mostrou ser uma técnica adequada para
discriminacdo dos queijos, apresentado uma clara separacdo grafica dos peptideos dos
queijos, em contrapartida, a técnica espectroscépica MIR pode ser utilizada como uma
alternativa estratégica para a diferenciacdo dos queijos Coalho por origem, com anélises
rapidas, ndo destrutivas, limpas, sem a necessidade de uso de reagentes e custos

reduzidos.

3.3.2. Redes Neurais Artificiais

As RNA foram aplicadas aos dados cromatograficos e espectrais dos PSA dos queijos e
permitiram a classificacdo em relagdo a origem das amostras. Para o RP-HPLC, foram
utilizados 5 neurdnios de entrada, equivalentes aos picos considerados marcadores das
regides estudadas, enquanto que para o0 MIR, a camada de entrada foi composta por 18
neuronios, relativos as 18 bandas associadas a vibracdo dos grupos funcionais C=0, C-
N, N-H e C-N correspondentes as amidas. Foram realizados testes com 10
configuracOes distintas para ambas as técnicas, com 2 camadas intermediarias variando
entre 10 e 50 neurbnios e 4 neurdnios na camadas de saida, equivalentes as
mesorregides estudadas (Figura 6).

A rede de melhor configuracdo apresentou 50 e 40 neurdnios na 12 e 22 camada oculta,
respectivamente para ambas as técnicas aplicadas e foram obtidos RMSETRge-
HpLc=0,0479, RMSETmir=0,1153, RMSEVRrp.HpLc=0,0165, RMSEVMmir=0,0488 ¢ 100%
de taxa de classificacdo na etapa de validacdo para 0s todos os grupos analisados

(Tabela 2).
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Figura 6. Configuragdo das redes neurais artificiais aplicadas nos dados (a)
cromatogréficos (RP-HPLC) e (b) espectroscdpicos (MIR). Input neurons: P1-P5: picos

/ B1-B18:bandas; Output neurons: A:Sul, B: Extremo Oeste, C: Nordeste, D: Centro
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Tabela 2. Percentuais de classificagdo da configuracdo de rede neural artificial
escolhida referentes aos peptideos soliveis em agua (PSA) de queijos Coalho de

diferentes mesoregides da Bahia, Brasil avaliados por RP-HPLC e MIR

Taxa de Classificagdo (%)

Técnica Mesorregides RMSET RMSEV
Treinamento Validagéo

A 100 100

B 100 100 0,0479 0,0165
RP-HPLC c 100 100
D 100 100
A 100 100
B 100 100

MIR C 8571 100 0,1153 0,0488
D 95,45 100

RMSET: Root Mean Square Error (treinamento); RMSEV: Root Mean Square Error
(validacdo); Taxa de classificacdo: Acertos/classificacdo correta. Mesorregides A: Sul; B:
Extremo Oeste; C: Nordeste; D: Centro Sul
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Observou-se que o processo de aprendizagem das redes ocorreu de forma efetiva, uma
vez que, na fase inicial, o RMSET apresentou-se menor que o RMSEV e ambos
reduziram ligeiramente apds as primeiras iteracdes, se tornaram constantes, e ao final o
RMSEYV tornou-se menor que o RMSET sendo capaz de discriminar corretamente as

amostras em seus verdadeiros grupos na etapa de validagio (Figura 7).

Figura 7. Grafico de RMSET e RMSEV em funcdo do nimero de iteragdes nas etapas
de treinamento e validacdo das redes de melhor arquitetura testada para (a) RP-HPLC e

(b) MIR.
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Resultados semelhantes foram obtidos por Cevoli et al. (2013), que aplicaram RNA para
discriminacdo de queijos Parmigiano-Reggiano com DOP, conformes e ndo-conformes
de acordo com o teor de casca permitido e a RNA mostrou-se eficiente, com
classificacdo correta entre 95,5% e 96,7% na etapa de validacdo. A combinacdo do MIR
com a RNA também foi aplicada por Guerra et al. (2014) para diferenciar este mesmo
tipo de queijo com base nas dietas animais ofertadas, com precisdo superior a 93%.

As técnicas cromatografica e a espectroscopica foram Uteis para a discriminacao de
queijo Coalho por origem e com a aplicacdo das RNA, excelentes taxas de classificacdo

foram obtidas com baixos erros associados, inferindo que a utilizacdo do MIR associada
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ao RNA pode ser uma ferramenta analitica suficiente e a mais indicada para a

investigacao da origem de queijos por ser rapida e robusta.

4. Conclusoes

Este estudo indicou a viabilidade e eficiéncia do uso das técnicas cromatogréfica e
espectroscopica em PSA para discriminar queijo Coalho de diferentes origens
associadas com ferramentas quimiométricas. O uso do RP-HPLC indicou a existéncia
de cinco peptideos marcadores nas regifes estudadas, a serem diretamente aplicados
para otimizar as investigacdes de amostras desconhecidas.

O mesmo padrdo de separacao e classificacdo das amostras foi observado utilizando o
MIR associado as técnicas multivariadas, observando-se que o0 MIR associado ao RNA
mostrou ser a melhor alternativa na discriminacdo de queijos de acordo com o perfil

peptidico por serem mais rapidos, robustos e menos onerosos.
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Apéndice —Material Suplementar

O material suplementar deste artigo pode ser encontrado em anexo (Figura 1S)
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Figure 1S. Separacdo cromatografica (RP-HPLC) de peptideos soltveis em agua (PSA) extraidos de queijo Coalho da Bahia, Brasil e nimero de

fracGes peptidicas obtidas, demonstradas na Tabela 1.
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Highlights
- Spectroscopic infrared techniques for cheeses authenticity were revised,
- Evaluation of the authenticity of the cheeses was detailed;
- Chemometric analyzes associated with the use of spectroscopy were elucided;

- Middle and near infrared applications for cheese evaluation were presented.
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Abstract

Background: The cheeses authenticity has became a concern for supervisory authorities as it can
affect the market and also the health and safety of the consumer, requiring the application of
appropriate techniques to authentication control. Infrared spectroscopy has been shown efficient for
cheese authentication due to your high sensitivity and speed, especially when combined with
chemometrics.

Scope and Approach: This review presents studies with application of near and middle-infrared on
the cheeses origin identification, analysis of adulteration and the monitoring of ripeness stages.
Approaches on the authenticity, the principles of techniques and the importance of chemometrics
for authentication and sorting cheeses will be explained.

Key Findings and Conclusions: Among the spectroscopic techniques studied, the MIR (FTIR-ATR)
was used mainly to identify the origin of the cheese and the NIR (reflectance) in the ripeness of
cheeses, and the discriminant analysis and PLS more applied. Comparative and more specific
studies using cheeses and extracts of their compounds are necessary to expand the applicability of
techniques for product control.

Keywords: origin identification, adulteration, ripeness, dairy products, chemometrics.
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1. Introduction

Authenticity is a determinant factor in the quality of cheese, one of the most consumed and
requested dairy products in the world (Vasquez et al., 2018; Bergamaschi et al., 2020). Products
that have high value or that have a complex processing chain, which involves several steps, such as
cheese, are more vulnerable to actions that compromise their authenticity and although there are
national and international standards that require the conformity of these products, adulterations are
still common (Abbas et al., 2018).

Cheeses can have their authenticity compromised for several reasons, but they are often linked to
the financial profit obtained by the intention of improving the perceived product quality or reducing
manufacturing or marketing costs. Regardless of the nature of the adulteration, the cheese
authenticity determination can be related to: i) identification of its origin, which represents an added
value to the specific characteristics of a given region (Ottavian et al., 2012; Oca et al., 2012; Jabri et
al., 2020; Danezis et al., 2020); ii) adulteration analysis, which can occur by adding ingredients /
adulterants or replacing specific cheese components (Leite et al., 2019; Visconti et al., 2020); and
iii) verification of the ripeness time, which corresponds to the age of the cheese and the
development of characteristics specific to each stage (Andrade et al., 2018; Alinovi et al., 2019).
With increasing trends in adulteration of cheeses (Jabri et al., 2020; Jesus et al., 2020), the ability to
track them rapidly and efficiently is a way to protect the consumer and assist the authorities in
controlling the circulation of these products in the market. A number of methods based on
electrophoretic, chromatographic and spectrometric techniques (Gan et al., 2016) have already been
applied to assess the authenticity of cheeses, however, despite their good sensitivity, they have a
high cost, require the preparation of the samples and demand long periods in the conduction of the
analysis.

The use of spectroscopic methods such as near infrared (NIR) and mid-infrared (MIR) is promising

to face the challenges of authentication and quality assurance of cheese, since they provide rapid
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analysis, of relatively low cost, which do not require use of reagents, therefore it is a potential
alternative for routine analysis in industries and reference laboratories, especially when associated
with chemometrics, which have already been used in the evaluation of the quality and authenticity
of foods, including milk products, such as cheese (Karoui et al., 2017).

The analytical information contained in the infrared spectrum has a large number of variables of a
complex chemical nature and highly correlated, which require the development of methods of
interpretation and classification (Lerma-Garcia et al., 2010a; Cevoli et al., 2013a), discrimination or
regression models (Gonzélez-Martin et al., 2014; Curro et al., 2017), arranged in multivariate
techniques, useful for determining authenticity.

The objective of this review is to present studies that address the application of MIR and NIR
spectroscopic techniques to assess the authenticity of cheeses. The particularities of authentication
related to the identification of origin, causes of adulteration, ripeness time, and the principles of the
techniques and the importance of their application together with chemometric analysis will also be

elucidated.

2. Cheese Authenticity

Cheese is one of the oldest and most traditional foods produced in the world, very important for
human consumption, due to its high content of proteins, lipids, vitamin A and minerals, such as
calcium and phosphorus (Vasquez et al., 2018). There are more than 1000 varieties of cheese
produced in different countries (McSweeney et al., 2004), each with their peculiarities, formats,
textures and flavors and, due to their demand, some have an important role in production and
exportation in the dairy market, with great added commercial value (Bergamaschi et al., 2020). Of
the cheese-exporting countries between 2015 and 2019, the Europeans corresponded to more than

40% of the world market, with a revenue of US$ 840 million, which added to the world’s, reached
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around US$ 2.09 billion, with large part of the market being represented by Mozzarella, Parmesan,
Camembert, Cheddar, Edam, Emmental cheeses, among others (USDA, 2019).

The basics of cheese processing (Figure 1) is the same to the various existing types. However, there
are particularities in the process that result in different technological properties and final
composition (Codex Alimentarios, 2018; FAO, 2019). The fat, protein and moisture content are
determinants in the quality of the cheese and directly affect its texture and flavor, which can be
influenced by the origin of the raw material, processing techniques and the reactions that occur in
the ripeness process, particularities that lead to its differentiation and also appreciation by the
consumer (Visconti et al., 2020).

An authentic product displays veracity of information described on the label and complies with the
legislation (EU, 2011; Brasil, 2017; Codex Alimentarius, 2018). Products such as cheese that have a
high price, a complex processing and supply chain, with several stages are vulnerable to
adulteration (Figure 1), an issue that is urgent, since adulterations can compromise the quality of the
product and consumer safety and satisfaction (Kamal & Karoui 2015).

Cheese authenticity has been a major concern for the food industry, researchers and consumers, as
in recent decades, adulterations and non-conformities have been reported in a variety of dairy
products, including powdered milk (Wu et al., 2008), fluid milk (Goncalves et al., 2020), cheese
whey (Andrade et al., 2019), butter (Koca et al., 2010), fermented milk (Genis et al., 2019) and
cheeses (Cevoli et al., 2013b). Regardless of the nature of adulteration or non-conformity, the
cheese authenticity determination can involve: identifying their origin, determining the causes of
adulteration and analyzing adulterants, and verifying the ripeness stages (Abbas et al., 2018;

Danezis et al., 2020), which will be explored below.
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Figure 1. Production chain, processing and authenticity of cheese
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2.1. Origin Identification

The authenticity of cheeses is of great importance, especially when they are considered products in
which their origin has great cultural and commercial value. The origin of the cheeses may have its
identity related to the edaphoclimatic conditions established by the environment, in which the
climate influences the composition and quality of the raw material used. The place of origin and
cattle raising techniques can also influence the composition of the milk microbiota and generate
specific biochemical changes in the cheese. In addition, the use of specific ingredients and
processes influenced by cultural and local aspects can also attribute a set of characteristics to the
product that refer to the territorial essence, which determine its terroir (Karoui et al., 2005a; Karoui
et al., 2005b; Karoui et al., 2006; Karoui et al., 2007; Jabri et al., 2020).

Origin identification is an effective form of differentiation to reduce possible losses and to enhance
the regional aspects of the product. However, there are still many cheeses targeted by adulterations,
including those with protected origin, in which this registration represents the implicit guarantee of
a traditional manufacturing process, with greater added value, such as the Protected Designation of
Origin (PDO), Protected Geographical Indication (PGI), Specialty Traditional Guaranteed (STG),
Indication of Provenace (IP) and Designation of Origin (DO) (Dias et al., 2018).

PDO is attributed to cheeses produced with specific raw material and geographical area and has the
largest number of records among the cheeses produced in the world such as Pecorino, Grana,
Gouda, Parmigiano Reggiano, Gruyere, Camembert. PGI refers to the registration of only one
production step (Emmental, Blue Cheeses, Tomme de Savoie, Danablu cheeses) and STG
comprises products with a traditional character, whether in composition or production, for example,
Mozzarella in Italy (EU, 2002). The term IP refers to the name of the place recognized for making

the product, such as Serro, Canastra and Minas Artesanal cheeses and the DO refers to the place
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that designates products/services with characteristics that can be attributed to the geographical
origin (Queijo Artesanal Serrano) (Wilkinson et al., 2017)

In recent years, several criteria have been important in identifying the origin of cheeses and
discriminating them. Investigations related to the differentiation by geographical origin (Danezis et
al., 2020), climatic or seasonal fluctuations were carried out, considering variations in the content
and profile of fatty acids and volatile compounds in milk and cheese (Gonzélez-Martin et al.,
2011a). Aspects relating to the soil (Karoui et al., 2005a), altitude (Cozzi et al., 2009) and cattle
feeding (Guerra et al., 2014) were also considered in the discrimination of cheeses since the
diversification of botanical composition can affect the milk microbiota and the characteristics of the
cheese. In addition, the heat treatment applied to milk has also been evaluated, since the presence or

not of specific heat-sensitive enzymes enables their differentiation (Alewijn et al., 2018).

2.2. Analysis of adulterants

In the last few decades, a variety of foods have been subject to fraud by adulteration, including
spices (Lima et al., 2020), edible oils (Lerma-Garcia et al., 2010b), coffee (Milani et al., 2020),
fruit juices (Xu et al., 2020), meat products (Leng et al., 2020) and dairy products, such as cheese
(Barreto et al., 2018).

Adulteration is an intentional act that is usually related to financial profit, motivated by the
reduction of manufacturing and marketing costs and also an increase in shelf life. In cheeses, frauds
may occur involving the addition, deliberate substitution of ingredients, mixing of milks of different
species or incorrect labeling and, the most common type is the incorporation of ingredients to
change the composition or increase the volume, which depending on the level of adulteration, the
detection becomes difficult (Kamal and Karoui 2015; Abbas et al., 2018).

Depending on the nature and concentration of the additives, their indiscriminate use may represent a

risk to the consumer, not only for economic reasons, but also for safety and public health reasons,
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thus the importance of compliance with the legislation. The use of acidity regulators, preservatives,
pigments, ripeness agents and thickeners (0.05%-5%) is permitted if the recommended limits are
respected (Codex Alimentarius, 2018), as well as the use of cellulose and silicon dioxide (<1.0%)
and the mixture of milks of different species are allowed only when specified on the label (EU,
2011; FDA, 2018).

Recently, several frauds by adulterations have been verified, such as: the presence of permitted
additives in excess and non-authentic substances used to increase weight and volume in grated hard
cheeses (Visconti et al., 2020); the replacement of cheese fat by vegetable oils (Leite et al., 2019);
use of adulterants or mixture of milks of different species used for cheese production, without
specification on the label (Cuibus et al., 2014), with prevalence of adulteration of medium to high
levels of adulteration (>30%) (Soto-Barajas et al., 2013; Gonzalez-Martin et al., 2017). Thus, the
application of adequate and efficient methods of control is essential for rapid tracking, both for
official inspection services and laboratories that certify authenticity in order to reduce the

possibilities of fraud. (Medina et al., 2019).

2.3. Ripeness time identification

Matured cheeses are products of high commercial value, in which the flavor and texture are
enhanced with the ripeness process, resulting from biochemical changes of proteins, lipids and
residual lactose, with proteolysis being one of the most important steps for the development of the
specific characteristics in these cheeses (Gan et al., 2016). Falsification of the cheese ripeness time
is common and its verification is required, since products with an illegitimate degree of maturity
have negative consequences for the consumer and producer, in terms of food safety, quality and
price (Loudiyi et al., 2018).

The changes that occur during proteolysis are based on the concepts of extension and depth, in

which the extension index quantifies hydrolyzed proteins in high and medium molecular weight
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(insoluble) peptides and the depth index those with low molecular weight (soluble), evaluating the
degree of degradation of peptides to amino acids, due to the action of proteolytic enzymes and / or
the action of rennet and plasmin. There are also reactions related to the metabolism of residual
lactose by the action of lactic-acid bacteria, which synthesize antimicrobial compounds, such as
organic acids, which contribute to microbiological stability and to the development of typical
characteristics of ripened cheeses. (Pagthinathan & Nafees, 2015).

Ripened cheeses require time to be comercialized and depending on the type, they are classified as
half-ripened/medium-ripened or ripened/matured. However, changes in the maturation stages have
been observed, by reducing the ideal period for the reactions or using inappropriate temperatures
and application of exogenous enzymes and starter cultures that accelerate the maturation rate,
resulting in cheeses marketed with inadequate specification. (Visconti et al., 2020).

The application of adequate methods to predict or identify the time and stage of maturation of the
cheeses and to guarantee their quality is of great importance. This monitoring has occurs by
checking the concentration of peptides, amino acids and organic acids, which are indicators of the
maturation process (Martin-del-campo et al., 2007a; Martin-del-campo et al., 2007b; Curro et al.,
2017); by the evaluation of the chemical and physical characteristics of the crumb and shell
(Alinovi et al., 2019; Jesus et al., 2020), due to the action of microorganisms during maturation
(Cattaneo et al., 2008) and also by the analysis of rheological and physical-chemical characteristics

(Kraggerud et al., 2014; Loudiyi et al., 2018).

3. Spectroscopic Techniques in Infrared

Several methodologies have been applied to detect the authenticity of cheeses, such as
electrophoresis, chromatography and mass spectrometry, however, they are laborious, high cost
methods and, although sensitive, are not viable when the workflow is fast and labor is reduced

(Esteki et al., 2018). Infrared spectroscopy represents an good alternative for cheese authentication
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as it is a fast, non-destructive technique that requires minimal sample preparation and does not
require the use of reagents, providing analysis of multiple components with savings in time and
cost, versatility of the equipments and obtaining the fingerprint, being a valuable screening tool
(Karoui et al., 2017).

Spectroscopy studies the interactions of electromagnetic radiation with matter that cause vibrational
and rotational movements by absorbing energy from chemical compounds. The functional groups of
the molecules have a unique vibrational frequency and the group of these groups results in a
fingerprint that can be applied to confirm the identity of cheeses (Pasquini, 2018).

The spectra of absorption, emission and reflection in the infrared (IR) of molecular species originate
from energy variations produced by molecular transitions from one vibrational or rotational energy
state to another. The frequency of the absorbed radiation corresponds to the frequency of the
molecular vibration responsible for the absorption, which is mainly limited to molecular species
with small energy differences (Karoui et al., 2017).

For a molecule to absorb IR radiation there is a variation in the dipole moment during its rotational-
vibrational movement, causing variations in the positions and amplitude of the atoms, which are not
fixed and oscillate continuously. Vibrations can be classified into the stretching and deformation
categories, where a stretching vibration involves a continuous variation in the interatomic distance
along the axis of bonding between two atoms and the deformation vibrations are characterized by
the variation in the angle between two bonds (Lohumi et al., 2015).

In the infrared region, greater emphasis has been given to spectroscopic techniques in the near
(NIR) and mid-infrared (MIR), which, associated with chemometrics, have been used successfully
for the authentication of cheeses, through qualitative and quantitative analysis (Kamal & Karoui,

2015; Medina et al., 2019).
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The structural information provided by NIR spectra is a result of the transition of two or more
energy levels (overtones) due to the anharmonicity of fundamental vibrations. The bands are wider,
less intense and more overlapping than MIR region and are related to combinations and resonances
of H bonds with O, N and C (C-H, N-H and O-H) (Table 1). The reflectance and transmittance
modes are commonly used, with reflectance being most applied in cheese analysis (Curro et al.,

2017; Visconti et al., 2020)

Table 1. Bands and associations of functional groups in the MIR and NIR regions in cheese.

NIR
Wavelength (nm) Assignment Reference
Cattaneo et al. (2005); Alinovi et al.(2019);
982, 1456, 1940 O-H, water Cevoli et al.( 2013)
926, 1208-1214, 1390, 1728, .
1762, 1878-1886, 2070, ~ C-H/C=O,fat o0t a(;'étzg?%o?g;’“eza etal.
2308, 2234-2348 srolroyd et al.
1480-1550, 1502, 1584, . o
1620-1700, 2056, 2174 N—H, protein Holroyd et al.(2013); Alinovi et al. (2019)
MIR
Wavenumber (cm™) Associacao Referéncia
i ) Fagan et al. (2007); Lerma-Garcia et al. (2010a);
3700-3000 O-H, water Leite et al. (2019)
2922,2852, 1460-1400, C-H. fat Cuibus et al. (2014); Andrade et al. (2018); Leite
951,64-721 ' et al. (2019)
2200, 2924-1750, 1147- C=0. fat Fagan et al. (2007); Andrade et al. (2018);
1000, 951,64 - 721 e Rodriguez-Soana et al. (2006)
1647-1550, 1700-1490 C:.O/ C-N/N-H, Andrade et al. (2018); Jesus et al. (2020)
amides |and Il
i C-O/C-OH/ C-H,  Martin-del-campo et al. (2007); Andrade et al.
1377 -1321, 1430-950 carbohydrates (2018)

The MIR spectra occur by fundamental rotational-vibrational molecular vibrations and have more
intense bands, relative to O-H, C-H, C=0, C-N, N-H (Table 1). The introduction of the technique
Fourier Transform Infrared-Attenuated Total Reflectance (FTIR-ATR) has favored the use of

infrared for cheese analysis, mainly in the MIR region, for it allows even faster analysis, due to the
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reading in the surface of the sample and the analysis being performed simultaneously by
interferometer (Cevoli et al., 2013a; Lei et al., 2019).

The assessment of authenticity in cheeses by MIR or NIR is based on the analysis of spectral
behavior or specific bands, since these reflect the variations that occur in the physical-chemical,
textural or composition aspects (Gori et al., 2012). For the identification of origin, the bands
originated by the vibration of the functional groups related to water (moisture or water activity) and
fat have been used to indicate differences regarding the type of processing and the milk used, as
well as the proteins / amides that allow the detection of region-specific peptides and variations in
the absorption of these bands may occur, as seen in Figure 2 (Karoui et al., 2005b; Sara et al.,
2018).

The adulterations caused by addition or replacement of components prohibited by law can lead to
variations in the lipid, protein, carbohydrate (lactose) profile or changes in the moisture, which can
be verified in the bands related to water, fat, proteins/amides and carbohydrates. (Leite et al., 2019;
Visconti et al., 2020). The different ripeness stages that affect the physical-chemical and textural
characteristics of the cheese and its authenticity can be analyzed by the bands referring to proteins /
amides, fat, carbohydrates (lactose) for the identification of peptides or other products, specific to
the proteolysis process. (Alinovi et al.,, 2020; Jesus et al., 2020; Andrade et al., 2018).
The mid and near infrared associated with chemometrics have previously been applied to several
dairy products (fluid milk, powdered milk, butter and cheese whey) for the prediction of the
chemical / physical-chemical composition (Koca et al., 2010), quantification of adulterants and
reconstituents (Botelho et al., 2015; Andrade et al., 2019) and identification of the mixture of milk
of different species (Silva et al., 2020), thus, the application of MIR and NIR has also been shown
to be an emerging and innovative alternative to assess the authenticity of cheeses (Jesus et al.,

2020).
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Figure 2. Spectral regions in near and middle infrared and cheese authenticity analysis.
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4. Chemometrics and Cheese Authenticity

The spectral data obtained in the infrared analysis have several variables, with diverse information
of chemical and physical nature, which are complex, highly correlated (multicollinearity),
distributed throughout spectrum (Lei et al., 2019). The application and success of methods
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involving infrared spectroscopy depends directly on the application of appropriate multivariate
techniques and without them, infrared spectroscopy would have limited application. With
multivariate analysis is possible to promote the reduction of dimensionality and the extraction of
essential information from the data set. This allows the use of infrared spectroscopy to authenticate
the origin of the cheeses in terms of geographical origin, type of milk used, the manufacturing
process, determination of quality parameters, composition data, absence of fraud by adulteration, as
addition of undeclared substance on the cheese label (Abbas et al., 2018; Medina et al., 2019).

The analysis of infrared associated with chemometrics involves essential steps such as: (a) Sample
preparation, even if minimal; (b) Obtention and (c) Treatment of the spectra; (d) Multivariate
analysis; and (e), application to commercial samples, depending on the objective of the analysis
(Lohumi et al., 2015; Esteki et al., 2018; Pasquini, 2018).

For most researches, the preparation of the cheese samples is minimal and what usually occurs is
the reduction of its size through grating (Visconti et al., 2020; Loudiyi et al., 2018). The obtention
and treatment of the spectra, in some cases, occurs with the raw spectra or is pre-processed with the
application of baseline smoothing treatments or correction of the light parameters, such as
Multiplicative Scatter Correction (MSC), Standard Normal Variate (SNV), first and second
derivative for the removal of non-linear baseline deviations caused by the multiplicative scattering
of light (Cevoli et al., 2013a; Gonzélez-Martin et al., 2014; Andrade et al., 2018).

The application of multivariate analysis can occur through the use of qualitative methods, of
classification and recognition of patterns, and quantitative methods, of regression. Qualitative
methods can be applied through the supervised or unsupervised learning method (Figure 3).

The unsupervised learning methods group the data set without the previous definition of specific
categories or standards, whereas the supervised methods have a training/calibration step, based on a

previous assignment of classes, in order to build mathematical models that will be used to predict
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unknown objects and allocate them in groups they are most likely to belong, through correlations

between classes, which are mutually independent (Esteki et al., 2018).

Figura 3. Chemometric methods commonly used for cheese authentication.
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For the organization of the data sets (training and validation) and selection of variables, the random
method or the Kennard-Stone algorithm can be applied, which ensures that the most representative
samples are selected, through a uniform scanning of spectral data (Botelho et al., 2013).

Most research involving the authenticity of cheese starts with exploratory analysis of unsupervised
data and continues with supervised learning steps, when the main objective includes product
characterization and differentiation between them (Gonzélez-Martin et al., 2011a; Cevoli et al.,
2013a; Alinovi et al., 2019), or also, they can be conducted directly by applying linear or non-linear

methods for the classification and/or quantification of compounds (Sanchez et al., 2018a;

Bergamaschi et al., 2020)
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Studies for cheese authentication using qualitative chemometric tools were observed, with
exploratory approaches and data classification, in an unsupervised way, such as Principal
Component Analysis (PCA), Hierarchical Cluster Analysis (HCA) and Common Components and
Specific Weights Analysis (CCSWA) (Andrade et al., 2018), and supervised, as Soft Independent
Modelling of Class Analogy (SIMCA) and Linear Discriminant Analysis (LDA) e Factorial
Discriminant Analysis (FDA) (Karoui et al., 2007; Visconti et al., 2020), where, among the
qualitative methods, LDA has been the most used.

Quantitative, regression methods and multivariate calibration were used to analyze the relationship
between dependent and independent variables, through the construction of mathematical equations
to perform the prediction and quantification of components (such as peptides of the ripeness process
and adulterants), ripeness time prediction or of adulteration levels cheeses (Gonzalez-Martin et al.,
2011b; Visconti et al., 2020).

The application of linear methods such as Multiple Linear Regression (MLR) e Partial Least
Squares Regression or Discrimination (PLSR/PLSD) (Jesus et al., 2020) and non-linear methods,
such as Artificial Neural Networks (ANN) (Cevoli et al., 2013a; Guerra et al., 2014) were observed,
with PLS being the most used tool. Studies with satisfactory results and good classification obtained
low Root Mean Square Error (RMSE), for both calibration (RMSEC) and validation (RMSEV) sets,
high determination coefficient (R?), good Residual Predictive Deviation (RPD) and low Range

Error Ratio (RER) (Lima et al., 2020).

5. Application of Spectroscopic Techniques for Cheese Authentication
5.1. Near infrared (NIR)
NIR spectroscopy has been widely applied for origin identification, adulteration analysis and

verification of cheese ripeness stages (Table 2).
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Table 2. Application of the NIR for cheese authenticity.

Chemometric

Type of Cheese Technique Analysis Proposal Main Parameter analysis Main results References
Origin Identification
Emmental cheese NIR Diffuse Geographic origin Cheeses from different PCA LDA Classification of sucess Pillonel et al. (2003)
(Hard) reflectance identification regions and countries ' =100% correct (LDA)
Emmental cheese N.I R Geographic origin Cheeses from different Classifica_tion .Of SUCESs = .
Diffuse . AL : CCSWA, FDA  89% (Calibration)/86.8%  Karoui et al. (2005b)
(Duro) identification countries ‘s
reflectance (validation) (FDA)
. Cheese discrimination . _ 0
Cheese (Soft) NIR Diffuse according to production Manufacturl_ng process PCA, LDA Better resu_lts— 100% Karoui et al. (2006)
reflectance process and production zone correct rating (LDA)
Classification of sucess=
. Color prediction of R?=0.82,
Emmental cheese NIR Diffuse cheeses from different Color parameters PCA, PLSR RMSECV=0.52, Pillonel et al. (2007)
(Hard) reflectance : N
countries RPD=2.56
RER=9.42
. . Geographic origin . _ 0
Bito cheese (Semi FT-NIR identification of cheeses Cheesgs from different PLSD NER __84'87 nl Cattaneo et al. (2008)
hard) . countries RMSE=0.526-0.23
with PDO
. Geographic origin _
Idiazabel cheese NIR Reflectance identification of cheeses  Ripeness Time PLS Better r_esults— _ Cattaneo et al. (2009)
(Hard) . RMSE=0.103/Rca = 0.95
with PDO
L . . Correct rating=
. , Discrimination of Production chains A 0
Asiago d’Allevo NIR cheeses from different (alps, mountains and FDA, PLSR Sens!tl_v!ty _ 98.3% Cozzi et al. (2009)
cheese (Hard) Transflectance . : : Specificity = 95.2%
production chains plain)
(FDA)
Differentiation of e
cheeses according to the . . CIaSS|f|c_at|qn of sucess ) .
Cheese (sheep) NIR Reflectance  oroduction svstem Mineral composition LDA, PLSR, rate (validation) = 90% Gonzélez-Martin et al.
P E’or v dynon_ (Ca, K, Mg, NaandP)  PLSD (LDA) (2011a)
gan 97% (PLSD)
organic)
Cheese (cow, sheep NIR Reflectance Cheese discrimination by Seasonalit PCA PLSD, Correct Rating = Gonzélez-Martin et al.
and goat) seasonality y PLSR 92% -97% (2011b)
Asiago d’allevo Authentication by Factory location, Classification of sucess
& NIR Reflectance identifying the origin of ~ maturation, altitude of ~ PCA, PLSD rate = 100% ( production  Ottavian et al. (2012)

cheese (Hard)

cheese with PDO

milk production,

period) (PLSD)
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Differentiation of

seasonality

Chemical composition

Best result =

Zamorano c_heese NIR ch_egses with PDO from (Conformities and non-  PLSR RMSE =0.62/R?= Oca et al. (2012)
(Hard and ripened)  Transmittance minimum permitted formiti 96.16% (f dicti
limits conformities) .16% (fat prediction)
Parmigiano- C Conformities and non- .
. Driscrimination of grated - . PCA, ANN Best rating = 95.5% .
Reggiano cheese FT-NIR cheese with PDO conformities (rind SIMCA (ANN) 80% (SIMCA) Cevoli et al. (2013a)
(Hard) content)
Parmigiano- C Conformities and non- Correct classification
Reqqiano cheese NIR Reflectance Driscrimination of grated conformities (rind PCA, ANN, > 91% (ANN) / Cevoli et al. (2013b)
“3%) difusa cheese with PDO content) PLSR R?> 0.942 / RMSE = :
0.805-2.22 (PLSR)
Abondance, Differentiation of cheese  Feeding regime ;Laesilgcgil_%ngcgzzucess
Tomme de Savoie NIR Reflectance according to animal (pasture and preserved ~ PCA, PLSD ( asturé) /0 '79_0 96% Andueza et al. (2013)
and Cantal cheeses feeding regimes forage) (?orage) ' '
Zamorano cheese Cheese discrimination by Best result = Gonzalez-Martin et al
(cow, sheep and NIR Reflectance seasonality and ripeness  Volatile Compounds PLSR RSQ = 0.600-0.903 (2014) '
goat) time ' R
Cheese discrimination Best classification
Cheese (ripened) NIR _ according to farming Farming Systems LDA (Training) = 66.8% Bergamaschi et al.
Transmittance systems and sensory NIRS + VOCs = (94.3%) (2020)
descriptions — P97
Adulteration
Determination of the . Better results=
Zamorano cheese milk percentage of Adulter_atmn_ levels RSQ = 0.834% (cow) Gonzalez-Martin et al.
(cow, sheep and NIR Reflectance . ; with milk mixtures of PLSR
different species (cow, ] . /0.871% (goat) / 0.880%  (2007)
goat) different species
sheep and goat) (sheep)
Differentiation of . Best result = .
Cheese (ripened) NIR Reflectance cheeses of different ;' ?r?phk}ﬂkém:nt? des PLSR Quantification of 0 and g%%ge;lez—Mart|n etal
species based on peptides ydrop Pep 100% of milk species
Calibration model for . ..
Mozzarela cheese NIR Reflectance quality control and Chem!cal composition MLR, PLSR Better res;ults Botelho et al. (2013)
. (permitted values) RMSEP = 2.1 and 0.9%
cheese authenticity
Identification of
Zamorano cheese adulteration and Adulteration levels Correct classification = Soto-Baraias et al
NIR Reflectance prediction of milk with milk mixtures of PCA, ANN 80% (training) / ! '

(sheep and goat)

mixtures by fatty acid
profile

different species

75% (validation)

(2013)
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Best results =

Determination of Allowed and not PCA, SIMCA o e . .
Cheese (Hard) NIR Reflectance . . . ! Sensitivity, Specificity Visconti et al. (2020)
adulteration by additives  allowed additives PLSD and Accuracy = 100%
Ripeness
Crescenza cheese FT-NIR l\_/lomtormg the freshness Physwa_l, chemical and PCA Sample dlsc_rlmlnatlon Cattaneo et al. (2005)
(fresh) time of the cheese rheological aspects by storage time
Zamorano cheese De_ztermlnatlon Of. the Identification of 100% of . .
milk percentage in . . . Gonzélez-Martin et al.
(cow, sheep and NIR Reflectance S Ripeness time PLSR the cheeses (ripeness
cheeses with different . . . (2007)
goat) . . time and milk mixes)
ripeness times
Differentiation of . Best result= .
Cheese (ripened) NIR Reflectance cheeses of different Hydroph_o_blc anql PLSR RSQ=0.879 (soluble and Gonzalez-Martin et al.
; . hydrophilic peptides . . (2009)
species based on peptides insoluble peptides)
Zamorano cheese o poflectance | OXture evaluation based o, g PLSR RSQ=0.961 Revilla et al. (2009)
(Hard and ripened) on ripeness time
Determination of R? = 0.911 (soluble Miek et al. (2011)
Edam cheese matu_raFlon stage by . . nitrogen), R? = 0.929
NIR Reflectance predicting of free amino  Ripeness stage PLSR . ’ e
(Hard) ; (triptofano), R* = 0.959
acids and soluble .
: (tyrosine)
nitrogen
Prediction of mineral
Cheese (cow, sheep o L Melhores resultados= . .
and goat) NIR Reflectance composition (Ca, P,_ K, Matuqatlon time a_n_d PLSR RSQ =0.92 / 0.86 Gonzélez-Martin et al.
Na and Mg) accordingto  chemical composition (SEP (C)) =0.71/0.13 (2011c)
maturation time e '
Prediction of the degree e 0 i .
éi?:rzr;%ch;;;e NIR Reflectance of maturation according  Ripeness time ANN Lﬂigggée?rilgggg:{im:) (Szoécisl?arajas etal.
P g to the fatty acid profile P
Classification success
Parmigiano- Determination of . . . rate = 95.5% (ANN)
Reggiano cheese FT-NIR authenticity by Sc:gf:nii;s time (rind Z\CI;\I'?\I SIMCA, 80% (SIMCA), Cevoli et al. (2013a)
(Hard) maturation time Prediction = 100%
(ANN)
Parmigiano- Determination of Classification >90% (
Reggiano cheese NIR Reflectance authenticity by Ripeness time (vind ch" ANN, Training ang_va_l|da£|onz) Cevoli et al. (2013b)
(Hard) maturation time content) PL (ANN) Prediction =R
=0.95(PLS)
Cheese (cow, sheep Identification of volatile Classification success Gonzalez-Martin et al
and goat) NIR Reflectance compounds by Ripeness time PLSR rate = RSQ = 0.903, '

maturation time and milk

SEC=0.091, SECV

(2014)
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Olomouc cheese
(creamy cheese
type)

Asiago d’allevo,
Grana Padano,
Montasio,
Parmigiano-
Reggiano and Piave
cheeses
Parmigiano-
Reggiano cheese
(Hard)

Transmittance

mixture used

Cheese discrimination
according to shelf life

Prediction of cheese
ripeness time

Prediction of grated
cheese rind content

Ripeness time

Proteolysis and
Ripeness time

Ripeness time (rind
content)

LDA

PLS

PCA, PLSR

=0.14
Grouping of samples
with different storage
times

Best result
R?> 0.85

Best results =
R2?> (.93 (Calibration
and cross-validation)

Krélova et al. (2014)

Curro et al. (2017)

Alinovi et al. (2019)

NIR=near-infrared spectroscopy, FT-NIR = Fourier transform near-infrared spectroscopy; LDA=Linear Discriminant Analysis; FDA= Fatorial Discriminant Analysis; PCA=Principal

Component analysis; CCSWA=Common Components and Specific Weights Analysis; SIMCA=Soft Independent Modelling of Class Analogy; ANN= Artificial Neural Network;

MLR=Multiple Linear Regression; PLS=Partial Least Squares, PLSR= regression, PLSD = discriminant;NER= Non-error rate; RMSE=Root Mean Square, RMSEV of validation,

RMSEC of calibration, RMSECV of cross validation; RSQ=Multiple Correlation Coeficients; SEC: Standard Error of Calibration; SECV: Standard Error of Cross-Validation;

RPD=Residual Predictive Deviation; RER=Range Error Ratio; R= Correlation Coefficient ; R? = Determination coefficient ; PDO=Protected Designation of Origin.
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As for the identification of origin, most investigations with the NIR involved differentiation by
geographical origin, mainly of cheeses with protected origin (Cattaneo et al., 2008; Oca et al.,
2012). The type of processing, the production chains (Karoui et al., 2006; Cozzi et al., 2009), the
animal feeding (Andueza et al., 2013; Bergamaschi et al., 2020) and seasonality (Gonzalez-Martin
et al., 2011b; Gonzalez-Martin et al., 2014) were also criteria used to differentiate cheeses by
origin.

The use of NIR for this purpose occurred with grated samples, composed of the whole cheese as
presented by Cozzi et al. (2009) and Andueza et al. (2013) and by rind or crumb for cheeses with
different characteristics in its internal and external part due to the ripeness process, as observed by
Karoui et al. (2005b) and Bergamaschi et al. (2020).

As for obtaining and treating spectra, most authors use raw spectra, such as Pillonel et al. (2003)
and Karoui et al. (2005b), whereas Oca et al. (2012) applied the SNV treatments for light correction
and Cevoli et al. (2013a) and Cevoli et al. (2013b) used the MSC, obtaining a reduction in the
number of latent variables in application of multivariate analysis and a higher percentage of
explanation of the variability of the original data.

The chemical composition and physical-chemical characteristics of the cheeses are reflected in the
NIR spectra, parameters that have contributed to their differentiation in several studies. Gonzélez-
Martin et al. (2011a) and Oca et al. (2012) pointed out that spectral differences may be related to
the food consumed by the animals, pasture conditions, breed and stage of animal lactation or also
heat treatment used for milk, and according to Cozzi et al. (2009) the analysis of the bands related
to the stretching and deformation of groups CH and CH> of the lipid molecules can help to identify
cheeses produced in different places and in the visualization of the existing differences in the

content and profile of fatty acids. The chemometric methods commonly used for the differentiation

150



between the samples by origin applied mainly LDA / FDA but also, works were observed applying
the PCA and the PLS. Karoui et al. (2005b) differentiated Emmental cheeses from European
regions through the NIR and applying LDA / FDA according to physico-chemical characteristics,
resulting in 86.8%-100% of correct classification. A similar result was obtained by Karoui et al.
(2006) when applying the FDA with NIR on cheeses from different production zones obtaining
90.7% and 80.6% of correct classification of the calibration and validation, respectively. The
application of PLSD in the study of Ottavian et al. (2012) also proved to be useful in differentiating
the NIR spectra in relation to the production period of Asiago d'allevo cheeses, obtaining 100%
correct classification, similar to achieved with the direct evaluation of chemical properties.

The use of PLSR to predict the percentage of compounds important for the identification of origin
has also been observed in some studies. It was observed with Pillonel et al. (2007) that the NIR can
be used to predict color parameters in Emmental cheeses from different regions of Europe, mainly
the b* value, since satisfactory results were obtained (R? = 0.82, RMSECV = 0.52), through the
application of calibration models. The measurement of volatile compounds in Zamorano cheeses
was also performed through the combination of NIR and PLS in the study of Gonzalez-Martin et al.
(2014), that obtained RSQ = 0.600-0.903, in which the robustness of the method was confirmed
when it was applied to new samples, of different compositions, not belonging to the calibration step.
For the study of cheese adulteration, the NIR also also proved to be a useful, sensitive and good
tracking tool, especially when associated with precise chemometric methods The application of the
NIR with the PLSR brought produced results than when the ANN was applied to verify the
adulteration of cheeses with mixtures of cow, sheep and goat milk in Zamorano cheeses produced
on a laboratory scale, to predict the percentage of milk added with the PLSR the RSQ> 0.834 was
obtained (Gonzélez-Martin et al., 2007; Gonzalez-Martin et al., 2009), while with ANN this
prediction resulted in the correct classification of 75% of unknown samples in the validation step

(Soto-Barajas et al., 2013).
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Botelho et al. (2013) also applied NIR spectroscopy and PLSR to investigate the conformity of the
percentages on Mozzarella cheese components (mainly fat and moisture) to perform the inspection
control, obtaining a good prediction of these components, with satisfactory RMSEs (between 2.1
and 0.9%, respectively).

Visconti et al. (2020) used the NIR to detect the presence of allowed additives added in excess
(cellulose, silicon carbon dioxide) and not allowed (wheat flour, wheat semolina and sawdust) used
to increase the volume of hard cheeses in Argentina. The spectra were pre-treated using the MSC,
SNV, first and second derivatives to compensate for systematic light variations and the data were
randomized using the Kennard-Stones algorithm, ensuring their randomization and when applying
SIMCA and PLSD, the sensitivity, specificity and precision obtained were 100% in discriminating
samples in their specific classes.

The investigation of the cheese ripeness stage has been widely carried out through the NIR and the
identification of proteins and amino acids, during and after the maturation process, proved to be
important for this evaluation. Ml¢ek et al. (2011) applied the NIR in reflectance mode to assess the
ripeness stage of Edam cheese, using a PLSR calibration model for the prediction of soluble
nitrogen, tryptophan and tyrosine, obtaining correlation coefficients: R = 0.911, R =0.929 and R =
0.959, respectively. Studies of Gonzalez-Martin et al. (2007) and Gonzalez-Martin et al. (2009)
quantified the hydrophobic (bigger) and hydrophilic (smaller) peptides to identify the ripeness stage
of cheeses with milk mixtures using the NIR associated with PLSR, with RSQ = 0.879 and
classification of 100% of the peptides.

The rind content of Parmigiano-Reggiano ripened cheeses (with DPO) was also verified for this
purpose by Cevoli et al. (2013a) and Alinovi et al. (2019), since these cheeses must comply with
the maximum allowed of <18% of rind to ensure the protected origin. The authors indicated that the
rind and crumb of these cheeses were grated separately for the analysis and the data were pre-

treated by MSC, SNV, first and second derivatives (Savitsky-Golay), using all spectral data and
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also selected regions. It was observed that the most important bands included the regions between
1064-1335 nm and 1933-2357 nm that presented different absorbances according to the reduction in
the moisture of the crumb. Cevoli et al. (2013a) applied the ANN and obtained a classification of
ripeness stages >90% and Alinovi et al. (2019) with PLSR found crimb content with satisfactory
prediction, with R?> 0.93 in calibration and cross-validation.

The spectral resources of the NIR also reflected the textural changes that occurred in cheese during
ripening in the study by Revilla et al. (2009), with the application of spectroscopy with PLSR

calibration in Zamorano cheeses, a good predictive capacity was obtained with RSQ=0.961.

5.2. Middle Infrared (MIR)

MIR spectroscopy has been used to assess cheeses authenticity with wide applicability in scientific
research and approaches related to the identification of origin, analysis of adulterants and
identification of maturation, with not only discrimination between cheeses, but also the
quantification and prediction of desirable or unwanted substances and compounds (Rodriguez-
Saona et al., 2006; Sanchez et al., 2018b).

For the analysis of origin identification, it was observed that in the MIR spectroscopic region, the
FTIR-ATR had greater application between 2002 and 2020, with LDA/FDA and PCA being the
most explored chemometric tools to discriminate cheeses (Table 3). PDO cheeses such as Gruyere
and L'Etivaz had their origin investigated by Karoui et al. (2005a) and Karoui et al. (2007) and both
studies used raw spectra, without previous treatment for the application of multivariate analysis.
FDA was applied to PCA scores in spectral regions 900-1500 cm™? (related to the C, H and O
bonds, referring to carbohydrates), 1500-1700 cm™ (concerning amides I and I1) and 2800-3000 cm
! (corresponding to the methyl and methylene groups of fatty acids), obtaining correct classification

rates, varying between 80% and 90.9%.
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Table 3. Application of MIR for cheese authenticity

Chemometric

Type of Cheese Technique Analysis Proposal Main Parameter analysis Main results References
Origin Identification
Cheese discriminations . . R .
Emmental cheese MIR/ETIR-ATR according to milk used in Type of milk used in LDA Clasilflcatlon success Picque et al. (2002)
(Hard) ; manufacture rate =87%
manufacturing
Cheeses from Classification success
Emmental cheese MIR-Transmittance ~ Geographic origin different regions and ~ PCA. LDA rate =100% correct rating  Pillonel et al. (2003)
(Hard) IMIR-ATR identification countries g ' (MIR-Transmittance)
=72% (MIR-ATR)
Geographic origin Classification success
Emmental cheese MIR-Transmittance  determination of cheeses Qheeses from . PCA, FDA rate =77% correct rating  Karoui et al. (2004a)
(Hard) . different countries CCSWA S
produced in the summer (validation) (FDA)
Geographic origin Classification success
Emmental cheese MIR-Transmittance determination of cheeses  Cheeses from PCA, FDA, rate =76.7% of correct Karoui et al. (2004b)
(Hard) produced in the summer  different countries CCSWA rating in validation '
and and winter (FDA)
Gruyere and Geographic origin e
L'Etivaz MIR-FTIR determination of cheeses Qheeses from . PCA, FDA Clasi|f|cat|on SUCCess Karoui et al. (2005a)
. different countries rate = 80% (FDA)
cheese (Hard) with PDO
Classification success
Emmental cheese i . Geographic origin Cheeses from rate= .
(Hard) MIR-Transmittance determination different countries CCWA, FDA 84,1% (Calibration) and Karoui etal. (2005b)
85,7% (validation)
o Manufacturing P 0
Cheese (soft) MIR-ATR Cheese _dlscnmmatlon by process and PCA, LDA Correct rating = 64.8% e Karoui et al. (2006)
production process . 33.3% (LDA)
production zone
. S Chemical Best result= .
SW|ss_ cheese MIR- ETIR-ATR Chees_e dlscrlmlngt_lon by composition and SIMCA. PLSR  SECV= 0.21% Rodriguez-Saona et al.
(Semi-hard) chemical composition ; (2006)
maturation of cheese R>0.96
Cheese (soft) MIR-ATR Cheese discrimination by Mrggtlajsfsa(:r?criigagm lin PCA, LDA Classification success Karoui et al. (2006)
production process gone pling ' rate= 83,3% '
Gruyére and Geographic origin . e
L'Etivaz MIR-ATR determination of cheeses Maturation PCA, FDA Classification success Karoui et al. (2007)

Cheese (Hard)

with PDO

classification

rate= 90,9%



Swiss cheese
(Hard)

Cheddar cheese
(Semi-hard and
ripened)

Pecorino cheese
(Semi-hard and
ripened
Parmigiano-
Reggiano and
grana type cheese
(Hard and ripened)
Buffalo Mozzarella
and Buffalo milk
cheese
Parmigiano-
Reggiano cheese
(Hard)

Parmigiano-
Reggiano cheese
(Hard)

Cheese (soft,
cooked and
pressed)

Cheese (soft,
cooked and
pressed)

Buffalo Mozzarella
cheese

Cheese (soft,
cooked and
pressed)
Cheese (soft,

MIR-FTIR-ATR

MIR -FTIR

MIR-FTIR

MIR-FTIR-ATR

MIR-FTIR-ATR

MIR-FTIR-ATR

MIR-FTIR-ATR

MIR-FTIR

MIR-FTIR

MIR-FTIR

MIR

MIR

Differentiation of
cheeses according to
ripeness time

Differentiation of
cheeses according to the
quality of flavor

Discrimination of cheese
with PDO

Discrimination of grated
cheese

Differentiation of
cheeses

Discrimination of grated
cheese with PDO

Discrimination of grated
cheese with PDO
produced with
supplemented milk
Differentiation of cheese
with PDO according to
genetic parameters and
production process
Evaluation of milk
composition and cheese
production process
Discrimination and
authenticity of cheeses
with PDO by type of
production.
Differentiation of cheese
with PDO by production
characteristics

Origin identification of

Short chain fatty
acids

Different production
areas

Manufacturing
technique and
maturation time

Cheese from different

countries (with and
without PDO)

Production process
and geographical
origin
Conformities and
non-conformities
(rind content)

Animal diet type

Genetic parameters
and production
process

Genetic parameters
and production
process

Traditional and
industrial production
process

Milk production
properties

Prediction of the

PLSR

SIMCA - PCA

LDA

PCA, LDA
Avaliacdo
qualitativa
PCA, SIMCA,
ANN

ANN

PLSR

PLSR

Regressao
Logistica

PLSR

PLSR

Better results=

R=0,98, R=0,95and R =
0,92 (propionic, acetic
and butyric acid)
Samples classified into
distant categories (CDI>
3.0)

Classification success
rate= >95% (validation)

Classification success
rate=100% (prediction)

Separation between
spectra

Classification success
rate= 96.7% (ANN)
100%(SIMCA)

Best result = Correct
classification with
accuracy > 93%

Best result = R? =0.89

Best result = R? =0.89

Classification error <0

Better results = R? >0.70
(prediction), RPD>1.8

Best result = R*> 0.66

Koca et al. (2007)

Subramanian et al.
(2009)

Lerma-Garcia et al.
(2010)

Gori et al. (2012)

Coroian et al. (2012)

Cevoli et al. (2013a)

Guerra et al. (2014).

Sanchez et al. (2018a)

Sanchez et al. (2018b)

Sara et al. (2018)

Jabri et al. (2019)

Jabri et al. (2020)
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cooked and
pressed)

cheeses with PDO by
milk properties

Cheese discrimination

chemical composition

of milk

(external validation)

Classification success
rate=

Bergamasch et al.

Cheese (ripened) MIR-FTIR Esic;:ferr(rjllsng to farming Farming Systems LDA 97,4% (Training) (2020)
Y 73,5% (Validation)
Adulteration
Dalia cheese (Sem- Discrimination of Adulteration levels Best result = .
Hard) MIR-FTIR-ATR adulterated cheese with palm oil PLSR R2 =0.9695 (prediction) Cuibus et al. (2014)
Better results=
Characterization and Adulteration levels R2?=0.997-0.998
Butter cheese MIR-FTIR-ATR detection of adulteration with sov oil PCA, PLSR RMSE=1.780-1.397 Leite et al. (2019)
of cheese with soy oil y (calibration and
validation)
Ripeness
I Physical, chemical .
Crescenza cheese MIR-ETIR-ATR l\_/lomtormg the freshness and rheological PCA Groupl.ng of samples _ Cattaneo et al. (2005)
(fresh) time of the cheese aspects according to storage time
_— Best result = .
r?qzttzrrraﬂligitlt?;gf Prediction of soluble Prediction of WSN = R? Karoui et al. (2006)
Emmental cheese MIR-Transmittance . . (WSN) and insoluble  PCA, PLSR =0.80/ RPD =2.22,
according to the profile : . . N
of soluble amino acids (NPN) amino acids Prediction of NPN =
R?=0.71/ RPD=1.85,
Cheese ripeness and age  WSN, sensory and Prediction of WSN=
Cheddar cheese MIR-ATR e ' . PLSR R?=0.62, and age=R?=  Fagan et al. (2007)
prediction textural attributes
0,88)
Evaluation and . . . Best result = .
Camembe(t Cheese MIR-ATR prediction of ripeness Ripeness Time (rind PCA, PLS Prediction of ripeness Martin-del-Campo et
(soft and ripened) . and crumb content) S al. (2007a)
time time= R“=0.97
Characterization of Ezeitorgsllljg;D>2
Camembert cheese maturation times by . . o Martin-del-Campo et
. MIR-ATR . . Ripeness Time PLS (validation)
(soft and ripened ) physical-chemical R2=0.73/RPD=2 01 al. (2007b)
parameters o e
(calibration)
Pecorino cheese Differentiation of . . e
(Hard and semi- maturation time Ripeness time and Classification Success Lerma-Garcia et al
MIR-FTIR-ATR manufacturing LDA rate= >95% (ripeness '

hard, ripened )

identification and
manufacturing technique

technique

time)

(2010a)
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Cheddar cheese

Parmigiano-
Reggiano cheese
(Hard)

Norvegia cheese

Pecorino, gouda
and sheep milk
cheese

Minas Artesanal
cheese

MIR-FTIR-ATR

MIR- FTIR

MIR -FTIR

MIR-FTIR-ATR

MIR-FTIR-ATR

Monitoring of ripeness
time

Determination of
authenticity by ripeness
time

Prediction of sensory
attributes according to
ripeness time
Differentiation of the
maturation time of
(different cheeses)
Maturation time
identification

Amino Acids and
Organic Acids

Ripeness Time (rind

content)

Maturation time,

chemical and sensory

analysis

Ripeness time
classification

Prediction of
maturation stages

PLSR

PCA, SIMCA,
ANN

PLSR

HCA, PCA

PCA,
MLR,PLSR

Best result = R=0.97

Classification success
rate=96.7%
Prediction=100% (ANN)
/ 100% (SIMCA)

High correlation
coefficient (R%>0,9)
(prediction)

Formation of groups by
maturation stage classes

R=0.96(rind) (RLM)
R?=0.90 (crumb) (PLSR)

Subramaian et al.
(2011)

Cevoli et al. (2013a)

Kraggerud et al. (2014)

Andrade et al. (2018)

Jesus et al. (2020)

FTIR=Fourier Transform Infrared Spectroscopy; ATR=Attenuade Total Reflectance;

LDA=Linear Discriminant Analysis;; FDA=

Fatorial Discriminant Analysis;; PCA=Principal

Component analysis; CCSWA=Common Components and Specific Weights Analysis; SIMCA=Soft Independent Modelling of Class Analogy; ANN= Artificial Neural Network;
MLR=Multiple Linear Regression; PLS=Partial Least Squares, PLSR= regression, PLSD = discriminant; HCA= Hierarchical cluster analysis; NER= Non-error rate; RMSE=Root Mean
Square, RMSEV of validation, RMSEC of calibration, RMSECV of cross validation; RSQ=Multiple Correlation Coeficients; SEC: Standard Error of Calibration; SECV: Standard Error of
Cross-Validation; RPD = Residual predictive deviation R= Correlation Coefficient ; R? = Determination coefficient; CDI= Intraclass distance; PDO=Protected Designation Of Origin,
WSN=Water-Soluble Nitrogen.
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The results found by Gori et al. (2012) and Cevoli et al. (2013a) indicated 100% discrimination in
relation to the origin of grated samples of Parmigiano-Reggianno cheeses when applying the LDA
(Gori et al.,, 2012) and > 93.2% correct classification using ANN (Cevoli et al., 2013a),
demonstrating that the FTIR-ATR has good predictive capacity and is suitable for the classification
and discrimination of cheeses produced in different locations.

The geographical origin of Emmental cheeses was identified by MIR based on the seasonality in the
studies of Pillonel et al. (2003), Karoui et al. (2004a), Karoui et al. (2004b) and Karoui et al.
(2005b), while Picque et al. (2002) differentiated these cheeses based on the origin of the milk used
in production, applying the multivariate PCA analyzes, CCSWA and ALD, and for all the
mentioned studies, the application of the LDA with MIR provided the correct classification of the
cheeses varying between 76.7% and 100%.

However, the use of PLSR to predict the genetic parameters, production processes and chemical
composition of the milk used, in the studies by Sanchez et al. (2018a), Sanchez et al. (2018b) and
Jabri et al. (2019), respectively, presented better results (R?= 0.66-0.89) than those obtained by
Bergamaschi et al. (2020) when using the LDA to discriminate the agricultural production of
cheeses, since it obtained a correct classification of 73.5% in the validation stage.

The investigation of adulterations in cheese through MIR has been shown to be effective, especially
when associated with chemometrics. The FTIR-ATR proved to be useful in identifying different
sources of fat added to cheese. Palm oil fat and soy oil in Dalia cheese and Butter cheese were
found by Cuibus et al. (2014) and Leite et al. (2019), respectively. Cuibus et al. (2014) used a PLS
regression model for the detection of small percentages of palm oil and obtained satisfactory results
with R?=0.9695, demonstrating a good quality in the adjustment of the model. In the work of Leite
et al. (2019), the levels of adulteration of soy oil reflected in the behavior of the spectra, in which
the lipid bands (1743 cm™, 2852 cm™, 2922 cm™* and 3007 cm™?) related to -C=C— H of unsaturated

fatty acids were more intense in adulterated cheeses, with R?=0.997-0.998 and low RMSE values
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(1.780-1.397, calibration and validation, respectively), indicating a good adjustment of the
regression model.

In addition to direct application in cheeses, the MIR (FTIR-ATR) has also been applied to check
adulterations in the milk that can be used in the cheese production, with adulterations being
identified as the mixture of milk of different species (Silva et al., 2020); presence of water or whey
to increase the volume of milk, with the addition of density reconstitutes (starch, sucrose and urea);
compounds to mask acidity (sodium hydroxide and sodium bicarbonate), to conserve milk
(hydrogen peroxide) and to simulate the increase of protein content (urea) (Conceicdo et al., 2019).
Silva et al. (2020), used ANN to identify milk mixtures of different species and obtained
RMSE=0.23 and R> 95.5%, while Conceicao et al. (2019) obtained, in prediction of all adulterants,
a classification rate >76.6%, indicating that the use of mid-infrared proves to be effective in
screening adulterations.

The monitoring of the cheese ripeness time through the use of MIR (FTIR-ATR) was carried out,
mainly, associated with PLS (Karoui et al., 2006; Kraggerud et al., 2014; Jesus et al., 2020). Karoui
et al. (2006) quantified and predicted the water-soluble nitrogen content (WSN) in Emmental
cheese, with R?=0.80. Similar results were also found by Fagan et al., (2007) when evaluating
Cheddar cheeses and obtained R?=0,88 in the prediction of WSN and R?=0.62 in the identification
of the cheese ripeness time, with emphasis on the regions 930-1767 cm™ and 2839-4000 cm™.

The MIR (FTIR-ATR) also proved to be efficient in identifying the changes that occurred during
the maturation of Minas Artesanal cheeses (Jesus et al., 2020). When evaluating fractions of the
rind and crumb of the cheeses, the authors obtained a better model for the crumb, with R?=0.92,
RMSEV=5.3 days, RPD=3.79, with the most important variables: the bands 1628-1564 cm™
associated with Amides | and Amides 11, 1374-1311 cm™ and 1184-1135 cm™ related to C-O, C-C

and C-H referring to esters and lipids, confirming that changes occur to them during ripeness. Thus,
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it was possible to determine the cheese maturation time, indicating that this is a safe technique for
verifying the Minas Artesanal cheeses authenticity.

Good correlations were obtained with the application of MIR to predict the maturation of
Camembert cheeses, evaluating the soluble and insoluble nitrogen fractions (R?=0.96-0.97 and
R?=0.73-0.84 for calibration and validation, respectively) (Martin-del-Campo et al., 2007a; Martin-
del-Campo et al., 2007b). The ripeness stages of Pecorino cheeses were also classified by Lerma-
Garcia et al. (2010a) applying the LDA on the spectral data of the FTIR-ATR and the obtained
models were able to discriminate the cheeses in 3 different maturation stages with a classification
rate >95%.

Qualitative methods like HCA and PCA associated with MIR were also applied by Andrade et al.
(2018) in Pecorino and Gouda cheeses, in which the difference between the spectra was observed
according to the increase in the ripeness time of the cheeses. In addition, these differences were
evidenced with the formation of groups and clusters by type of cheese and ripeness classes when
multivariate analysis were applied. The amides | and Il (1500 to 1700 cm™) lipids and
carbohydrates regions (3000 to 2800 cm™ and 1765 to 1730 cm™) were important for this
separation.

The studies presented confirm that MIR and NIR spectroscopy are adequate methods for verifying
the authenticity of cheeses with wide applicability, since they allow not only discrimination of
authentic and non-authentic samples but also the prediction of important chemical components,
especially when combined with chemometric tools. Both techniques have been widely used in the
food industry due to high spectral stability and versatility in application, both in qualitative and

quantitative analysis, demonstrating their progress and continuous expansion (Esteki et al., 2018).
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6. Conclusions and Future Trends

Food safety and the consumption of products with original and / or regional characteristics have
been the focus of consumers. The authenticity of cheeses requires extensive monitoring and the
development of specific and efficient analytical methods to ensure consumer safety and satisfaction.
The study of the application of infrared spectroscopy techniques to cheese authenticity in a specific
way was carried out with this study.

In recent decades, middle and near infrared techniques have been presented as adequate tools for the
authenticity of cheeses due to robustness of methods and the ability to reveal qualitative and
quantitative characteristics about the product using a fingerprint with valuable information, and also
by low operational cost and quickness on application.

The association of spectroscopy with chemometric methods makes even more promising the
possibility of incorporating these techniques in reference laboratories and industries for the
screening of authenticity.

Research carried out in recent years has shown that MIR (FTIR-ATR) showed wide applicability in
the identifying cheese origin and NIR (reflectance) was more prevalent in studies on cheese
ripeness, with discriminant analysis and PLS being the most applied techniques and the most
suitable to be used in conjunction with the MIR and NIR. More specific studies using cheese and
extracts of its compounds and also more comparative studies between spectroscopic methods for
classification, discrimination and prediction are needed to optimize the performance of both

techniques and improve their use in precise control and sorting of the product.
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Capitulo VI

ConsideracoOes Finais



Consideracdes Finais

Dentre os produtos lacteos oriundos do Nordeste do brasileiro, o queijo Coalho ocupa lugar de
destaque pela sua tradicdo, aceitabilidade e seu desenvolvimento na gastronomia regional e nacional. Nesse
contexto, o Estado da Bahia contribui significativamente com a expansdo deste produto no Brasil,
por possuir uma das mais importantes bacias leiteiras da regido. A valorizagdo de produtos
tradicionais com caracteristicas Unicas como o queijo Coalho cresceram nos ultimos anos e
investigar a origem geografica deste produto demostrou ser um meio de agregar valor e expandir
novos mercados.

A presente Tese apresntou alternativas interessantes, do ponto de vista sécio-econémico e
cientifico, para classificacdo e discriminacdo de queijos Coalho produzidos em quatro diferentes
mesorregides da Bahia por meio de métodos eficientes e rapidos como as técnicas espectroscopicas
MIR e NIR e a avaliacdo protedmica, a fim contribuir para a garantia da autenticidade do produto
em relacdo a sua origem e gerar dados importantes para uma possivel obtencdo de Indicacdo
Geografica (1G).

Ao se avaliar medidas analiticas do queijo coalho (analises quimicas, fisico-quimicas e de
propriedades tecnoldgicas) e os espectros gerados pelas técnicas espectroscopicas notou-se que foi
possivel discriminar os queijos, por meio da formacdo de grupos distintos (ACP) e taxas de
classificagcdo satisfatorias (ALD). As amostras do Nordeste, Extremo Oeste e Sul se mostraram
diferentes entre si e as variaveis pH, aw, teor de gordura, bem como, os grupos funcionais
indicativos da presenca de &gua e gordura foram decisivos na diferenciagdo entre amostras de
diferentes regides.

Observou-se que o uso da espectroscopia NIR em queijos foi mais eficiente na capacidade
de discriminar as amostras, demonstrando potencial para auxiliar na identificacdo de amostras até
entdo desconhecidas, uma vez que as caracteristicas quimicas do queijo de Coalho foram refletidas
nos dados espectrais.

Foi realizado o estudo da eficiéncia das técnicas cromatografica e espectroscépica em
Pepetideos Soltveis em Agua (PSA) dos queijos Coalho para discrimina-los de acordo com as suas
diferentes origens associadas com ferramentas quimiométricas ACP e RNA. Utilizando o RP-HPLC
foram obtidos cinco peptideos marcadores das regides estudadas capazes de diferenciar os queijos e
também de otimizar as investigacfes de amostras desconhecidas. O uso do MIR junto as ACP e
RNA apresentou um padrdo de separacdo e classificacdo semelhantes ao do RP- HPLC. Assim,
observou-se que o MIR associado ao RNA mostrou ser a melhor alternativa na discriminacéo de

queijos com base no perfil peptidico por serem mais rapidos, robustos e menos onerosos.
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Um estudo de reviséo foi realizado abordando a autenticidade de diversos tipos de queijos
em termos de identificagdo de origem, andlise de adulterantes e tempo de maturacdo com a
aplicacdo das técnicas espectroscopicas MIR e NIR, sendo investigados trabalhos entre 2002 e
2020. As pesquisas realizadas nos ultimos anos demonstraram que o MIR com o FTIR-ATR
apresentou ampla aplicabilidade na identificacdo da origem e o NIR no modo refletancia foi mais
prevalente nos estudos de maturacdo de queijos. A Analise Discriminante e o PLS foram as técnicas
quimiométricas mais aplicadas e mais indicadas para analise da autenticidade de queijos.

Assim, os resultados obtidos no presente trabalho demostraram a viabilidade e eficiéncia do
uso das técnicas espectroscopicas MIR e NIR e da avaliacdo protedmica do queijo Coalho
produzido na Bahia. A aplicacdo destas caracterizacGes analiticas podem se constituir como um
passo importante para identificacdo geografica ou mesmo para auxiliar na atribuicdo de uma
Denominacdo de Origem para este queijo regional, principalmente porque as caracteristicas proprias
de cada regido e particularidades das técnicas de producéo locais demosntraram influenciar nas

caracteristicas finais do produto.
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