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RESUMO

Neste estudo vislumbrou-se avaliar a o efeito da condicdo de refrigeracdo noturna
inadequada, praticada por alguns estabelecimentos comerciais, no perfil quimico dos
gueijos tipo processados sabor mozarela e tipo mozarela convencional, fazendo uso
da técnica de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). A simulacdo da refrigeracao
inadequada foi realizada utilizando-se uma caixa de isopor contendo gelo, sem
tampa, deixando o sistema atingir o equilibrio térmico com o ambiente no decorrer
da noite. Para os estudos com 0 queijo tipo mozarela processado adquiriu-se dois
pacotes, pertencentes a um mesmo lote, no comércio local. Submetendo-se o0s
dados espectrais, advindos das andlises fazendo uso da sonda HR-MAS, ao
tratamento quimiométrico, observa-se uma tendéncia de discriminacdo das amostras
submetidas a diferentes condi¢Bes de refrigeracdo, sendo que os sinais referentes a
lactose e de alguns acidos graxos tiveram maior influencia na separagéo observada.
Ja para o queijo tipo mozarela convencional, além dos estudos de RMN, realizou-se
também estudos de caracteristicas fisico-quimicas. Para isso, foram adquiridas no
comércio local vinte e duas bandejas contendo queijo fatiado, as quais foram
divididas em dois conjuntos com onze bandejas cada. Foram realizadas andlises da
amostra in natura, fazendo uso da sonda HR-MAS, e do extrato bruto, fazendo uso
da sonda TBI. A identificacdo de metabdlitos foi feita a partir dos experimentos
HSQC, J-resolved e RMN de !H, sendo este Ultimo utilizado também na
quantificacdo relativa de doze metabdlitos. Para o queijo tipo mozarela mantido sob
condicbes inadequadas de refrigeracdo observou-se uma reducdo no teor de
galactose e aumento no teor de aminodacidos e acidos organicos. As andlises fisico-
quimicas de pH, gordura total e proteina total ndo mostraram diferencas
significativas que pudessem ser correlacionadas com as diferentes condigbes de
refrigeracdo das amostras. Nesse sentido, conclui-se que a técnica de RMN e
ferramentas quimiométricas mostraram-se promissoras na identificacdo das
amostras de queijo submetidas as diferentes condi¢des de refrigeracdo estudadas, o
gue ndo pbde ser feito utilizando-se os parametros fisico-quimicos rotineiramente

empregados em analises da qualidade de queijos.

Palavras-Chave: Refrigeracao de alimentos, Queijo mozarela, RMN, HR-MAS,
PCA.



ABSTRACT

This study objectives to evaluate the effect of an inappropriate night cooling
condition, it is practiced by some shops with processed mozzarella cheese and
conventional mozzarella chemical profiles, using nuclear magnetic resonance
technigue (NMR). The simulation of inappropriate cooling was performed using
a Styrofoam box with ice, not covered, and leaving the system to reach thermal
equilibrium with the ambient temperature during the night. To make studies with
processed mozzarella cheese was acquired two packages of the same batch, at
local shops. Subjecting the spectral data, coming from the analysis made with
HR-MAS, in the chemometric treatment was observed a tendency of
discrimination in the samples exposed to different cooling conditions, and
signals concerning lactose and some of fatty acids had greater influence in the
observed separation. For the mozzarella cheese, in addition to NMR studies, it
was also performed physical and chemical characteristics studies. For these
studies, it has been acquired twenty-two trays containing sliced cheese, in the
local market, which were divided into two sets with eleven trays each. Samples
were analyzed in nature, using HR-MAS probe, and the crude extract using TBI
probe. The identification of metabolites was done from the HSQC experiments,
J-resolved and NMR 1!H, the last one being also used in the relative
quantification of twelve metabolites. For the mozzarella cheese maintained
under improper cooling conditions, there was a reduction in the galactose
content and an increasing of amino acids and organic acids contents. The
physicochemical analysis of pH, saturated fat and protein showed no significant
differences that could be correlated with the different conditions of sample
cooling. Finally, it has been concluded that NMR techniqgue and chemometric
tools are promising in identify the cheese samples submitted to different cooling
conditions that has been studied, which could not be done using the physical

and chemical parameters commonly used in cheese quality analysis.

Key Words: Food Colling, Mozzarella cheese, NMR, HR-MAS, PCA.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO

1.1Histérico

As origens da producdo de queijos ndo sao conhecidas com exatiddo, no
entanto, ha evidéncias de que sua producdo tenha se iniciado ha cerca de 8000
anos, as margens dos rios Tigre e Eufrates. A presenca desse alimento nas
tumbas egipcias, particularmente na descoberta da tumba intacta de Tutankamén,
datada de 1500 a.C., além de referéncias no Antigo Testamento e registros
gregos, reforcam essa hipotese (PEREDA et al., 2005).

Alguns desses registros relatam a observacgédo de que, ao armazenar o leite
em recipientes feitos por pele de animais, estdbmago ou bexigas de ruminantes, a
coagulacéo ocorria rapidamente devido ao aguecimento e acidificacdo do leite. O
soro era entdo eliminado, e a coalhada era seca de modo a formar uma pasta
firme que podia ser consumida fresca e armazenada por varios dias. Tais relatos
sobre as tribos nbmades dos paises ao leste do mediterraneo podem ter sido um
dos primeiros indicios de producdo de queijo (ROBINSON, 1987). Ao se
comprovar que 0 extrato presente no estdbmago de ruminantes era um dos
principais componentes responsaveis pela producédo do coalho, a fabricacdo do
gueijo passou a ser realizada de forma sistematizada (PEREDA et al., 2005).

Nesse contexto, as antigas civilizagbes comecaram entdo a difundir o
processo de fabricacdo de queijos, pois além das caracteristicas sensoriais serem
muito apreciaveis, tratava-se de um alimento que poderia ser armazenado por
meses. A civilizacdo do Império Romano, por exemplo, possuia uma tecnologia
razoavel desse alimento, de modo que os processos detalhados da producéo de
gueijo foram encontrados em escritos da época (PEREDA et al., 2005).

Até o fim do século XVIII, a ciéncia da fabricacdo de queijos era restrita
basicamente aos fazendeiros e monges. Esse conhecimento era passado pela
convivéncia, 0 que ocasionou erros de interpretacdo e, consequentemente, deu-
se origem a diversos tipos de queijos. Os monastérios comecaram entdo a

difundir a pratica por documentos escritos, e somente no fim do século XVIII foi
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iniciado o estudo cientifico da fabricacdo de queijos (KINDSTEDT, 2012). Nao
diferente de ha pouco tempo atras, a fabricacdo de queijo era feita de forma
artesanal. Somente a partir dos estudos dos fendmenos microbiologicos e
bioquimicos, foi possivel a producdo desse alimento em grande escala (PEREDA
et al., 2005).

Diversas formas de fabricacdo de queijo foram desenvolvidas em diferentes
paises e em regifes distintas de um mesmo pais, dependendo das demandas
comerciais e experiéncia de cada regido. Um exemplo desta variacdo se da pela
forma de producéo do coalho, que além de ter sido obtido por meio do extrato do
estbmago de ruminantes jovens, como bezerros, cabritos ou cordeiros, poderia
também ser produzido pelo leite de figueira ou por flores do tipo Cardo (do género
Cynara). Esta, dentre outras variacdes do processo de fabricacdo desse alimento,
foram precursoras dos tipos de queijo conhecidos atualmente (ROBINSON,
1987).

O queijo mozarela, por exemplo, de origem italiana, era fabricado
exclusivamente utilizando leite de bufala. Atualmente € um dos tipos de queijos
mais produzidos em todo o mundo, com diversificadas adaptacfes nos processos
de fabricacé&o, como o tipo de leite utilizado. Esse produto pertence a um grupo de
queijos denominado pasta-filata, termo derivado de uma frase italiana que
significa “massa-esticada”, sendo esta a caracteristica comum desses tipos de
queijos (FOX et al., 2004). A origem dessa variedade deu-se ao norte do
mediterraneo, em meados do século XV (TUNICK, 2014), caracterizando-se

também por serem consumidos frescos ou ap6s um breve periodo de maturagao.

Registros apontam que gqueijos como o0 gorgonzola, de nome oriundo da
cidade italiana Gorgonzola precursora da sua fabricagdo, apontam que a
fabricacdo do mesmo tenha se iniciado em meados de 879 d. C., que segundo a
lenda da regido, deu-se pela adi¢do acidental de leite fresco ao leite coagulado do
dia anterior, promovendo a formacdo de gases e mofos que seriam responsaveis
pela formacdo do molde verde no centro do queijo. Mais tarde, foi possivel
identificar que o molde verde é caracteristico da atuacdo do fungo Penicillium
Roqueforti, que aliado ao processo de fabricacdo, atribui caracteristicas sensoriais

bastante peculiares dessa variedade (TUNICK, 2014).
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Da mesma forma, o queijo Parmesédo é uma das variedades mais antigas
conhecidas e de alto prestigio. Sua origem deriva do queijo tipo Parmigiano-
Reggiano, um queijo granulado de origem lItaliana das provincias de Parma e
Reggio Emilia. A forma de fabricacdo desses dois tipos de queijos sdo muito
semelhantes, de modo que tal queijo produzido fora de tais provincias passou a
ser chamado de Parmesé&o. A diferenga basica entre eles € que o cultivo iniciador
do queijo Parmigiano-Reggiano é o soro de leite coalhado um dia antes de seu
preparo, € no queijo Parmesédo, sao utilizados cultivos iniciadores comerciais.
Essas variedades possuem diversificados compostos aromatizantes que evoluem
devido a um longo periodo de maturagdo. ApOs quatorze meses de
envelhecimento eles podem ser granulados, porém, o queijo Parmesdo é

comumente comercializado na sua forma inteirica (TUNICK, 2014).

Nesse contexto, nestas e em outras variedades de queijo, € fundamental
levar em conta aspectos como a qualidade da matéria prima utilizada, origem e
processo historico de cada tipo seja do mais simples ao mais sofisticado,
condicdes higiénico-sanitarias, dentre outros que agregam valor ao produto. Uma
analise mais aprofundada desse tipo de alimento é, entdo, considerada
fundamental no @mbito econémico e comercial, pois esta diretamente relacionado

a qualidade do mesmo.

1.2 Producédo e consumo de queijos

A producdo de queijo cresceu exponencialmente em todo o mundo,
tornando-se uma das principais fontes comerciais e econémicas até os dias
atuais. Leite e Loures (2005) nos mostram que, dentre os produtos lacteos que
circulam no mercado internacional, 0 queijo se encontra em maior numero
referente & movimentagdo monetéria. Dados mais recentes da Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) mostram que essa realidade ndo mudou,
visto que os queijos representam 40% do valor total de exportacdo de produtos
lacteos. No Brasil, cerca de 25% do leite produzido é destinado a producéo de
gueijo, sendo considerado o alimento de maior consumo dentre os laticinios
dentro e fora do pais (SIQUEIRA et al., 2010).
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Segundo dados da Embrapa, o queijo mozarela corresponde a 40% dos
queijos mais consumidos no pais, e na escala internacional, o Brasil encontra-se
em sexto lugar como produtor mundial de queijos, estando os Estados Unidos em
primeiro lugar nesse quadro (VIEIRA e LOURENCO JR, 2006). O fato da sua
producdo se dar de forma mais simplificada, devido a n&o necessidade de
maturacdo, além de o rendimento ser maior em relacdo aos outros queijos, faz
com que o queijo mozarela seja produzido e consumido em maior escala (SILVA
et al., 2002 apud VIEIRA E LOURENCO JR, 2006).

A producéo de queijo no mundo acabou por ser considerada uma arte, pois
se tornou uma ciéncia necessaria para a compreensao das caracteristicas fisico-
quimicas, sensoriais e bioquimicas relacionadas ao seu controle de qualidade. A
evolucdo desse conhecimento perpassou desde os métodos de producdo caseira
até a manufatura, dos microrganismos utilizados na fabricacdo e maturacdo do
queijo, dentre outros (FOX et al., 2004). Nesse sentido, além dos 6rgdos de
fiscalizacdo nacionais, o0 mercado de importacdo e exportacdo criou critérios
rigorosos quanto ao controle de qualidade desse alimento, pois, devido ao alto
indice de microrganismos nocivos a salde humana presentes em produtos de
origem animal, fez-se necessario um controle que se trata basicamente da
inspecdo da higiene da fabrica e qualidade fisico-quimica dos produtos
(ROBINSON, 1987).

Segundo Camara et al. (2002) apud Pinto et al. (2011), queijos com alto
teor de umidade tendem a ser mais pereciveis, pois essa caracteristica favorece a
proliferagdo de microrganismos, e dependendo do grau de manipulacdo e das
condi¢des sanitarias no manuseio, a contaminacédo é favorecida, podendo conter
no produto final bactérias patogénicas ou producdo de metabdlitos que causam
complicagbes na saude do consumidor. De acordo com Pinto et al. (2011), os
principais microrganismos responsaveis por infec¢des e/ou intoxicagbes no ser
humano, sdo os coliformes termotolerantes, Staphylococcus spp., bolores e
leveduras, Salmonella spp. e Listeria monocytogenes, microorganismos estes

gue, normalmente, se proliferam em maior extensdo em tais condigdes.

Na Resolucao da Diretoria Colegiada (RDC) n°® 216 de 15 de setembro de

2004, sobre 0 Regulamento Técnico de Boas Praticas de Fabricacdo, emitido pela
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Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), sdo especificadas as
condicbes em que cada tipo de alimento deve ser refrigerado. Dessa forma,
levando em conta que praticas como desligar os aparelhos de refrigeracao
durante a noite, realizada por alguns estabelecimentos comerciais, afeta
significativamente a qualidade dos produtos, podendo levar a complicacdes na
saude do consumidor, considera-se muito importante avaliar de que forma essa

pratica afeta o prazo de validade de queijos como o do tipo mozarela.

1.3 Processos gerais para a elaboracgédo de queijos

Para a melhor compreensdo do referente estudo, € importante se ter
conhecimento do processo basico de producdo desse alimento, tendo em vista
gue cada etapa descrita a seguir influencia diretamente na qualidade do tipo de

gueijo a ser produzido.

A grande variedade de gqueijos conhecidos sédo elaborados, basicamente,
utilizando como matéria prima: leite, bactérias para a producao de &cido latico ou
adicdo de acidos, coagulantes e cloreto de sédio. As etapas béasicas para a
elaboracdo de queijos consistem na adi¢cdo do cultivo iniciador, a formacao da
coalhada, o corte da coalhada, dessoragem, moldagem, e por fim, a salga (FOX
et al., 2004). A forma com que cada uma dessas etapas ocorre é determinante,
pois sdo elas que irdo definir o tipo de queijo a ser produzido. Além dessas
etapas, os tipos de microrganismos utilizados e condi¢cdes de maturacdo séo

outras variaveis determinantes no processo.

Com base nos estudos de Pereda et al. (2005) e Robinson (1987), tais
etapas ocorrem, primeiramente, pela adicdo do cultivo iniciador, que é
responsavel pela producéo de acido latico por meio da adicao de microrganismos
conhecidos como bactérias do acido latico. Quanto maior o tempo de acao desses
agentes iniciadores, 0 queijo possuira consisténcia mais mole, de modo que, na

elaboracado de queijos duros, esse tempo é reduzido.

22



Figura 1. Coagulagdo realizada por acidificacdo direta. Imagem disponivel em:
<http://www.youtube.com/watch?v=HEEvUcP9dic> SECTES (2011)>.

Para essa finalidade, a acidificacdo pode ocorrer de duas formas: pela
adicdo de microrganismos (cultura latica), como descrito, ou por adi¢do direta de
acidos (Figura 1), como &cido latico, acido acético, acido citrico, dentre outros,
com a finalidade de atingir o ponto isoelétrico das proteinas do leite, mais
especificamente, das caseinas (MATTANA, 2011). A acidificagdo direta € mais
utilizada na producéo de queijos moles, como o Cream Cheese e o Cottage, ja a
cultura latica é utilizada na producdo da grande maioria das variedades de
queijos, pois contribui ndo somente na etapa de coagulacdo, mas também na
formacdo do sabor e textura durante o processo de envelhecimento (TUNICK,
2014).

7

Na producdo de variedades como mozarela, € necesséaria a adicdo de
enzimas coagulantes com a finalidade de se obter a consisténcia e sabor
desejado. Nesse processo, primeiramente ocorre a acdo enzimatica da quimosina
sobre a ligacdo peptidica Phe-105-Met-106, em seguida, ocorre a acdo do
fragmento hidrofébico (para-k-caseina) ocorrendo a coagulacdo (MATTANA,
2011). Em outras palavras, a caseina encontra-se na forma de micela, constituida
de varias submicelas que sdo estabilizadas por moléculas de k-caseinas. A
quimosina retira a k-caseina entre essas ligacdes (Phe-105-Met-106) presentes
nas submicelas, e na maior parte da estrutura, a para-k-kaseina permanece
ligada a submicela, e a menor parte (macropeptideo) é dissolvida no soro,
desestabilizando a micela que, ao interagir de diversas formas com o0s
constituintes do meio, formam estruturas tridimensionais caracteristicas da

coagulacdo (TUNICK, 2014). Essas enzimas, responsaveis pela coagulacao do
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leite sdo conhecidas como coalho, que se trata de enzimas proteoliticas obtidas a
partir da mucosa gastrica do estbmago de ruminantes jovens, como a pepsina,
quimosina e gastricina, sendo a quimosina o principal componente, que também
pode ser obtido a partir de bactérias e leveduras geneticamente modificadas (AS
ENZIMAS..., 2011).

Figura 2. Adicdo do coalho ao leite acidificado. Imagem disponivel em:

<http://www.youtube.com/watch?v=HEEvUcP9dic>.

Posteriormente faz-se o chamado “corte da coalhada” que consiste em
partir a massa em pedacos iguais, porém o tamanho dos mesmos varia para cada
tipo de queijo, determinando também o quéo duro ou mole sera o produto. Nesta
etapa, separa-se o0 soro da coalhada. Logo apds, faz-se o tratamento térmico por
um processo chamado cocg¢do (conhecido popularmente por cozimento), que
também varia para cada tipo de queijo dependendo do quanto de soro se quer
retirar ou do nivel de dureza que se deseja alcancar. Os queijos podem ser
classificados conforme o tratamento da massa nessa etapa. Os tratamentos
conhecidos s@o os de massa crua, semicozida, cozida, filada, coagulacéo acida,
fundida e de proteina de soro. No caso do queijo mozarela, utiliza-se o0 processo
de filagem, que consiste em introduzir a massa de queijo em agua aquecida, em
torno de 80 °C, e amassar de modo a torna-la homogénea e lisa até que se torne

elastica, adotando a textura desejada.
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N
el

Figura 3. Corte da coalhada utilizando uma lira. Imagem disponivel em:

<http://www.youtube.com/watch?v=HEEvUcP9dic>.

A agitacdo dos pedacos € fundamental para evitar a aglomeracdo e
sedimentacao das particulas cortadas. O corte, a coccao e agitacdo da coalhada,

sao as principais etapas do processo de dessoramento do queijo.

Figura 4. Agitacdo da coalhada. Imagem disponivel em:

<http://www.youtube.com/watch?v=HEEvUcP9dic>.

Figura 5. Dessoramento utilizando uma forma com furos de modo a escoar 0 SOro em excesso.

Imagens disponiveis em: <http://www.youtube.com/watch?v=HEEvUcP9dic>.

Apés a moldagem da massa, para obter a forma desejada do produto e
drenagem do soro ainda retido, realiza-se a salga. Em todas as variedades de

gueijo é realizada a salga, pois esta potencializa o sabor e o crescimento das
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bactérias de interesse, inibe a proliferacdo de bactérias indesejadas, além de
conferir ao produto diversificadas caracteristicas fisico-quimicas. Nessa etapa o
sal é absorvido osmoticamente do exterior para o interior, atuando no controle do
sabor ao variar o tipo de sal utilizado e sua concentracdo. Dependendo dos
processos bioquimicos e tempo de maturacéo do tipo de queijo a ser produzido, 0
sal age, ainda, como principal agente conservante desse alimento (FURTADO,
1991). Para o queijo mozarela, o principal tipo de salga realizada, € a salga em

salmoura.

Figura 6. Processo de salga a seco (adicao de cloreto de sddio na superficie). Imagem disponivel

em: <http://www.youtube.com/watch?v=HEEvUcP9dic>.

Apbs estes processos, em algumas variedades de queijos realiza-se a
maturacdo. A forma como é realizada pode gerar substancias responsaveis pelo
seu sabor e aroma, como a temperatura de armazenagem, niveis de umidade
relativa e os tempos de maturacdo que afetam o crescimento de microrganismos
e, consequentemente, o sabor e textura do produto (TUNICK, 2014). Nesse
ambito, a forma e tempo de estocagem sdo fundamentais para o tipo de queijo

gue se deseja produzir.

1.4 Definigcbes de queijo e suas classificacdes

Segundo Pereda et al.(2005), o queijo pode ser definido como a coalhada
que se forma a partir da coagulacdo do leite por meio da adicdo de enzimas
coagulantes ou microrganismos especificos, também presentes naturalmente no
leite, que promovem a producdo do acido latico para posteriormente ocorrer a

coagulacéao.
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A definicdo de queijo dada pela Organizacdo das Nacdes Unidas para a
Alimentacéo e Agricultura (FAO, Food and Agriculture Organization of the United
Nations) se refere a produtos que contém ou ndo soro em sua constituicao.
Segundo a FAO (2011), queijo € o produto fresco ou maturado apds 0 processo
de coagulacdo seguida do dessoramento e salga, e queijo de soro € o produto
obtido pela coagulacdo do soro ou concentracdo do mesmo que pode ser obtido
pela adicdo ou ndo de leite ou gordura latica. Essa definicdo abrange tecnologias

mais recentes, referentes a queijos elaborados a partir do soro do leite.

Tabela 1. Origem e classificagdo dos principais tipos de queijos de acordo com o teor de umidade

e microrganismos utilizados na maturagéo.

Classificagcéo Tipos de queijo (origem) Umidade Microrganismos
_ . . ] Maturados por
Muito duros Parmesao e Romano (ltalia) até 25% .
bactérias
Emmenthal® (Suica);
Gruyére® e Cantal (Franca): Maturados por
Cheddar (Gra-Bretanha); bactérias, com
Duros i 25 a 36% L
Manchego, Catellano e Mohén buracos™ e sem
(Espanha); Edam e Gouda buracos.

(Holanda); Caccicavalo (Itélia).

Gallegos®, Manchego® e

Maturados por
Cabrales (Espanha); St. o
o ; bactérias®, por

Paulin®, Munster® e Roquefort o
) e bactérias e
_ (Franca); Lancachire®, Stilton _ _
Semimoles . . 5 36 a 40% microrganismos
(Gra-Bretanha); Limburguer®

(Bélgica); Tilsit® (Alemanha);

Bel Pasese® e Gorgonzola

superficiais (bactérias e
leveduras) ©®, mofos

- . internos (azuis).
(Itélia); Danablu (Dinamarca).

Cammenbert®, Brie® e Petit
_ . _ Maturados por mofos
Suisse (Franga); Cottage (Grd-  Acima de — .
Moles » artificiais® e ndo
Bretanha); Burgos e Villalon 40%
. maturados
(Espanha); Mozzarela (Itélia).

InformacgBes adaptadas da tabela 5.1, p. 90, PEREDA, 2005.

Aléem da definicdo, a classificacdo desse alimento tornou-se crucial no
ambito econdémico e comercial. Ao longo da histéria, foram feitas diversas
classificacdes dos tipos de queijos ja fabricados. Essa diferenciacdo fez-se
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necessaria para ter-se um melhor controle de qualidade e comercializacdo dos
produtos. Atualmente, a principal e mais utilizada classificacdo se da pela textura,
diferenciando as inumeras qualidades de queijos em: muito duros, duros,
semimoles e moles. A tabela 1 mostra a classificagcdo proposta por Pereda et al.
(2005), conforme o conteludo do queijo em umidade e 0S microrganismos

presentes na maturagéo e seus efeitos.

A portaria n° 146, de 07 de margco de 1996 do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), referente ao regulamento técnico de
identidade e qualidade dos produtos lacteos: Regulamento Técnico de Identidade
e Qualidade de Queijos, apresenta algumas especificacbes a respeito da
comercializagdo desse produto. O alimento € classificado conforme seu conteddo
de matéria gorda no extrato seco, umidade e tratamento térmico. Especifica-se
gue os queijos deverdo obedecer aos requisitos fisicos, quimicos e sensoriais
préprios de cada variedade estabelecidos no padrdo individual correspondente,
além de ser apresentada uma tabela dos aditivos autorizados para cada classe de

queijo.

De modo geral, as especificacbes que o MAPA apresenta pela portaria n°
146 de 07 de marco de 1996 para cada tipo/classe de queijo ndo variam muito, e
0s métodos de analises exigidos restringem-se basicamente na analise do teor de
umidade, de acordo com a norma da Federacgéo Internacional de Laticinios (FIL)
4A de 1982, e do teor de matéria gorda, norma FIL 5B de 1986, que tratam da
determinacdo do conteddo de sélidos totais por secagem direta em estufa e
determinacdo do conteddo de matéria gorda pelo método butirométrico,

respectivamente.

A titulo de exemplificagdo, segundo a legislacdo vinculada ao MAPA, o
queijo mozarela, visando a identidade e qualidade do produto por meio do
regulamento técnico, portaria n°. 364 de 04 de setembro de 1997 trata-se de um
produto que é obtido pela filagem de uma massa acidificada; de média, alta ou
muito alta umidade e, gordo, semigordo ou extragordo; de consisténcia suave ou
semisuave; textura fibrosa, eléstica e fechada; coloracdo uniforme, branca ou
amarelada; sabor latico, pouco desenvolvido a ligeiramente picante; odor latico

pouco perceptivel; sem crosta e olhadura; em termos de composi¢ao, considera-
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se a umidade em g/100g de no maximo 60%, e teor de gordura do extrato seco
em g/100g de no minimo 35%. Nesse sentido, tendo em vista a elevada producéo
e consumo desse alimento no Brasil e no mundo, surgiu uma preocupagao acerca
de sua qualidade de armazenamento, visto que na resolucdo apresentada

existem poucos critérios de analise estabelecidos.

1.5 Queijo e metaboldmica

A pesquisa em metabolémica surgiu da necessidade de métodos bem
definidos de analise de processos metabodlicos complexos. Essa ciéncia foi
introduzida mais recentemente em relacdo as demais tecnologias 6Amicas
(genbmica, transcriptbmica e protedmica), pois jA existem bancos de dados
extensos para os genes, RNAm e proteinas de sistemas biolégicos, enquanto que
0 numero de metabdlitos € infinitamente maior (FERNIE et al., 2004).. Para se ter
uma ideia, os metabdlitos presentes em bactérias, leveduras, e seres humanos
sdo da ordem de 500, 700, e 3000, respectivamente, e em plantas, até 25000,
justificando a necessidade de maiores estudos na area de metabolémica (FERNIE
et al., 2004). O avanco nesses estudos se deu principalmente pelas técnicas da
espectroscopia de RMN, Cromatografia Gasosa (CG) e Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) (GRANDIZOLI, 2014).

Em termos de qualidade e identidade de alimentos, muitas pesquisas tém
sido realizadas h&a algum tempo, principalmente por meio da metabolémica ou
foodomics. Metabol6mica trata-se de um termo designado ao estudo dos
metabdlitos de determinado sistema bioldgico, visando a analise do metaboloma
em seus diversos niveis de complexidade de modo a obter um perfil completo dos
metabdlitos do sistema (FIEHN, 2002). Dessa forma, uma analise rapida que leva
em conta a origem ou relevancia biolégica de um organismo pode ser chamada
de fingerprint metabdlico ou impressao digital quimica (FIEHN, 2001). Ja
foodomics, é um termo introduzido recentemente por alguns pesquisadores que
visam realizar o estudo dos metabdlitos presentes em alimentos, apesar de ser
definida como uma area que estuda o dominio da alimentagéo e nutricdo por meio
de tecnologias como Nutrigendmica e Nutrigenética (CIFUENTES, 2009). Com o

propésito de utilizar banco de dados para a criagdo de modelos computacionais
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que visam a compreensdo quantitativa e preditiva de metabdlitos, tém sido

realizado um volume consideravel de pesquisas na area (FAN e LANE, 2008).

O trabalho de Cifuentes (2012) apresenta uma revisdo das técnicas
utilizadas na andlise de alimentos nos ultimos anos, incluindo suas aplicacées em
pesquisas na area de ciéncia dos alimentos. O autor apresenta uma tabela com o
numero de trabalhos publicados no periodo de 2001 a 2011, pesquisados a partir
do banco de dados da Food Science and Technology, onde foi possivel concluir
que, ao se comparar esses dados com uma pesquisa semelhante realizada pelo
mesmo grupo no periodo de 1990 a 2000 (IBANES e CIFUENTES, 2001), 0 uso
de técnicas espectroscopicas aumentou cerca de duas vezes mais, e atualmente,
sdo as mais extensivamente usadas na analise de alimentos, pois se
caracterizam por serem rapidas, por fornecerem uma medida direta dos
componentes dos alimentos, uso em menor extenséo de solventes téxicos, serem
menos invasivas, além de, em algumas dessas técnicas, ser possivel detectar
simultaneamente varios compostos (CIFUENTES, 2012). Nesse sentido, a seguir
sdo apresentadas algumas pesquisas que estudam a identidade e qualidade de
gueijos a partir do uso de técnicas espectroscopicas ou técnicas hifenadas

envolvendo a espectroscopia, a partir da andlise de seus perfis metabdlicos.

Ochi et al. (2012) apud Mozzi et al. (2013), por exemplo, por meio do
estudo dos metabdlitos presentes no queijo utilizando técnicas de cromatografia
gasosa / espectrometria de tempo de voo em massa (GC/TOF-MS, Gas
Chromatography / Time Of Flight - Mass Spectrometry) e analise de componentes
principais (PCA, Principal Component Analysis), analisou os diferentes
componentes presentes nos queijos cheddar, gouda e parmigiano reggiano. Os
perfis obtidos para o parmigiano reggiano apresentaram grandes diferencas em
relacdo as outras duas variedades e, embora 0s processos de fabricacédo e de
maturagdo dos queijos cheddar e gouda sejam diferentes, os perfis de metabdlitos
finais apresentaram picos semelhantes. Utilizando também o modelo de andlise
discriminante dos minimos quadrados parciais (PLS, Partial Least Squares),
puderam prever as caracteristicas sensoriais especificas de cada tipo de queijo.
Neste trabalho os autores queriam verificar a autenticidade dos produtos
alimentares por meio da “impresséao digital molecular’, como o queijo parmigiano

reggiano que possui denominacdo de origem protegida (PDO, Protected
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Designation of Origin), protecdo dada por meio de uma lei especifica que reserva
exclusividade a produgcdo desse queijo nas regides italianas de Parma, Reggio
Emilia, Modena, Bologna e Mantova. Deste modo, a partir dessa técnica,

poderiam discriminar o produto de variedades diferentes e fraudulentas.

A espectroscopia no InfraVermelho (IV) também é utilizada na autenticacéo
e r4pida deteccdo de adulteracdo de alimentos. No trabalho de Pillonen et al.
(2003), por exemplo, foram testadas trés técnicas de IV com Transformada de
Fourier (TF) com a finalidade de discriminar a origem do queijo tipo emmental
fabricado nas provincias da Suica, Alemanha, Franca, Austria e Finlandia. As
vinte amostras de queijos foram analisadas pelas técnicas de reflexdo difusa no
infravermelho préximo (NIR-DR, Near Infrared Diffuse Reflection), reflexdo total
atenuada no infravermelho médio e infravermelho médio de transmisséo,
combinadas a técnicas de andlises multivariadas como PCA e Analise
Discriminante Linear (LDA, Linear Discriminant Analysis). Nesse estudo foram
observadas claras tendéncias de distingdo entre os queijos a partir das analises
multivariadas, permitindo uma classificacdo das seis regibes para 0sS queijos
analisados pela técnica de NIR-DR (PILLONEN et al., 2003).

Estudos da impressédo digital metabdlica de queijos tém sido apontados
como uma importante ferramenta para a analise desse alimento. O trabalho de
Boucher et al. (2013) foi o primeiro a utilizar cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas, para investigar alteracdes provocadas pelo metabolismo bacteriano na
matriz de queijos ao longo do tempo. Os autores notaram que os perfis quimicos
mudaram significativamente em um periodo de estudo de 0, 8 e 48 horas, onde
foram identificados quarenta e cinco metabolitos caracteristicos do queijo a partir
das analises das fracbes sollveis e aquosas. Com esses resultados puderam
concluir que, por meio da impressao digital metabdlica de queijos, é possivel
detectar diferencas sutis em aspectos como a sua maturagcdo, sendo a
metabolémica uma importante forma de estudar esse alimento (BOUCHER et al.,
2013).

A espectroscopia de RMN tem se destacado nesse contexto. Segundo o

levantamento de CIFUENTES (2012), essa técnica encontra-se entre as mais
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utilizadas nas pesquisas em alimentos, ficando atrds apenas das técnicas de
espectrometria de massas e fluorescéncia em termos de numero de publicacdes
na area. Dessa forma, assim como a GC-MS (Gas Chromatography — Mass
Spectrometry), a RMN tem como vantagem produzir informacfes analiticas
complementares na analise de um metaboloma em relacdo as demais técnicas. A
seguir, no item 1.7, sdo apresentados alguns trabalhos utilizando RMN na anélise
de queijos que tem contribuido para a compreensao desse alimento.

1.6 RMN na analise de queijos

Antes de apresentar algumas das pesquisas que serviram de suporte para
o desenvolvimento do presente trabalho, é importante frisar algumas
especificidades do uso da RMN na analise de queijos, bem como as

caracteristicas gerais dessa técnica.

A espectroscopia de RMN é uma técnica que tem sido cada vez mais
utilizada ndo somente na metabolémica como em inimeras outras finalidades,
pois possibilita o estudo de estruturas, dindmicas moleculares e cinética quimica
de diversificados sistemas (RULE e HITCHENS, 2006). As analises via RMN, em
linhas gerais, ocorrem da seguinte forma: na presenca de um campo magnético
(Bo), os spins nucleares encontram-se em diferentes estados energéticos, que ao
sofrerem a influéncia de um pulso de radiofrequéncia (RF), buscam o estado de
equilibrio por meio de transicbes energéticas. Os sinais de cada nucleo sao
detectados pelo fenbmeno de relaxacdo ou decaimento livre de inducdo (FID,
Free Induction Decay) dos spins, caracterizado pela volta do estado de maior
energia (B) para o estado de menor energia (a) e a consequente emissdo de
energia, proveniente da absorcao inicial da radiacdo advinda do pulso de RF. A
energia necessaria para tais transicdes corresponde a uma frequéncia
denominada frequéncia de Larmor, caracteristica de cada ndcleo. A ressonancia
ocorre quando a frequéncia do campo oscilante da RF coincidir com a frequéncia
de precessao do nucleo (frequéncia de Larmor), satisfazendo a energia envolvida
no processo (CLARIDGE, 2009). A deteccéo é realizada logo ap6s o pulso de RF
ser desligado, onde as energias emitidas pelos spins durante a relaxacdo sao
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entdo amplificadas, convertidos em frequéncia e digitalizados pelo receptor de

modo a armazenar o sinal complexo no computador (LEVITT, 2008).

A técnica de RMN possui ainda algumas especificidades em relagdo a
matriz que se deseja analisar. O estado de agregacdo da amostra, escolha do
solvente e parametros experimentais sdo dados fundamentais, além da escolha
da sonda adequada. No caso do queijo, devido a sua consisténcia e composi¢cao
conhecida, é caracterizado como sélido heterogéneo, e a sonda que permite sua
analise com o minimo de manipulagdo é a do tipo HR-MAS (High Resolution -
Magic Angle Spinning). Essa sonda tem como principal caracteristica rotacionar a
amostra, empacotada em um rotor de zircoénio proprio para o equipamento, em
um angulo de 54,7°, pois amostras com tais caracteristicas apresentam baixa
mobilidade molecular e, consequentemente, sinais alargados de baixa resolucao
espectral quando analisadas em sondas convencionais de andlise de liquidos
(CLARIDGE, 2009). A vantagem dessa técnica consiste principalmente na anélise
da amostra in natura, pois assim, diminui possiveis perdas em processos de
manipulacdo como extracdes, além de possibilitar a analise da interface de
materiais complexos, fornecendo informac6es como o sinergismo entre as
diferentes fases presentes em uma amostra (FAROOQ et al., 2013). Para o caso
de sondas em que o angulo magico nao é fixo, é fundamental que periodicamente
seja realizada a calibracdo do angulo mégico, onde normalmente utiliza-se KBr
pulverizado de modo a analisar as bandas laterais multiplas do sinal de RMN do

Br, que possui relacdo direta com o eixo de giro em relacdo ao angulo mégico.

O sinal de RMN pode ser descrito como o somatorio de Hamiltonianos que
descrevem os efeitos das interagbes magnéticas com 0s spins nucleares, sao
eles: acoplamento dipolar, dado pelo acoplamento direto de um nucleo com outro
através do espaco; deslocamento quimico anisotropico, causado pelo efeito da
blindagem dos nucleos pelos elétrons que os circundam; acoplamento spin-spin,
dada pelas interacOes eletronicas referentes as ligacdes quimicas entre os
nacleos; interagcdes quadrupolares, presentes em nucleos com numero quantico
de spin nuclear maior que Y, resultando em uma distribuicAo de carga nao
esférica do mesmo; e por fim, interacdes de Zeeman, para nucleos com nimero

atdbmico impar e maior que zero, ou seja, que sofram quebra de degenerescéncia
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(separacédo dos niveis de energia) igual a frequéncia de Larmor na presenca de
um campo magnético (AGUIAR, GEMAL e GIL, 1999).

Segundo Farooq et al. (2013), no caso da analise de materiais
heterogéneos, como no uso da HR-MAS, os principais efeitos a serem
considerados sdo de acoplamento dipolar e deslocamento quimico anisotropico,
pois séo efeitos dependentes da funcao polinomial de Legendre de 22 ordem P,
(cos ) = (%) (3cos? 8 — 1), de modo que, quando 6 = 54,74° (angulo magico) os
valores correspondentes a tais efeitos tendem a zero, sendo estes praticamente
removidos. Segundo os autores, o angulo 6 € o angulo entre os vetores dos
efeitos ndo homogéneos (por exemplo, acoplamento dipolar) e Bo. No entanto,
devido as naturais diferencas de susceptibilidade magnética em tais amostras,
esses vetores terdo ostensivamente varias orientagdes, e um unico valor de 6 n&o
poderia satisfazer a condicdo de P, (cos 8) = 0. Porém, quando é fornecida a
amostra uma taxa de giro rapida o suficiente para minimizar estes efeitos néo
homogéneos, promove-se ainda a remocao das interacbes que causam
alargamento dos sinais. Desta forma, o giro da amostra no angulo magico da HR-
MAS, associado ao intumescimento da mesma, melhora significativamente a

resolucao dos sinais.

Outra abordagem que também pode ser utilizada para a analise desse
alimento, € através do uso de sondas convencionais de deteccao inversa, sendo
necessario realizar procedimentos de extracdes para a andlise das fracdes
soltveis do queijo. Um exemplo desse tipo de sonda é a TBI (Triple resonance
Broadband Inverse probe), essa sonda possui uma bobina interna mais proxima
da amostra para observar os sinais provenientes das ressonancias de *H de modo
a maximizar a sensibilidade na aquisicdo dos sinais de *H, e uma bobina exterior
(nucleo X) com sistema de sintonia para uma ampla faixa de frequéncias (banda
larga) que pode ser utilizada para detectar qualquer ndcleo X observavel nessa
faixa ou para desacoplamento, sendo, no entanto, menos sensivel por estar mais
distante da amostra. Por se tratar, no presente caso, da analise do extrato aquoso
dos queijos, os efeitos da ndo homogeneidade de campo considerados
importantes nas analises via HR-MAS praticamente sdo anulados nas analises via
TBI, permitindo que o0s espectros apresentem maior resolucao e, assim, contribuir

para uma atribuicdo mais precisa de sinais de RMN que eventualmente estejam
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sobrepostos por sinais de compostos insollveis em D,O presentes nos espectros
obtidos via HR-MAS.

1.7 Pesquisas envolvendo queijo e RMN

Mazzei e Picolo (2012) realizaram um estudo do queijo Mozzarella di
Bufala Campana, que € também um produto PDO feito a partir de leite de bufala
pertencente a regido Campania na lItalia, utilizando a espectroscopia de RMN de
'H via HR-MAS, para verificar a autenticidade, rastreabilidade e qualidade do
produto. Realizaram-se também analises multivariadas que permitiram a
identificacdo de tracos metabdlicos, diferenciando a Mozzarella di Bufala
Campana dos demais queijos da regido. B-galactose, B-lactose, acido acético e
glicerol foram os metabdlitos responsaveis pela distincdo das amostras nessa
regido. Outro aspecto estudado foi o envelhecimento. Ao analisar os espectros de
'H via HR-MAS de amostras frescas e com dois dias de envelhecimento, notaram
que o teor de alcool isobutilico, acido acético e &cido latico (subprodutos da
degradacdo da mozarela) aumentaram devido a atuacédo de enzimas liberadas no
processo de fermentacdo promovida pela levedura Saccharomyces cerevisiae
(HAZELWOOD et al.,, 2008 apud MAZZEI E PICOLO, 2012), podendo estes
componentes serem utilizados na determinacéo da idade do produto.

Shintu e Caldarelli (2005) caracterizaram 0 queijo parmigiano reggiano e
emmental de acordo com a sua idade de amadurecimento utilizando a técnica de
RMN via HR-MAS combinados as andlises multivariadas PCA e andlise
discriminante (DA, Discriminant Analysis). A pesquisa desenvolveu-se pelo estudo
de amostras com diferentes meses de estocagem (4, 8, 12, 18 e 24 meses), de
modo que pdde ser observada uma boa separacdo desses grupos nas figuras de
mérito da analise quimiométrica. Para o queijo emmental, estudaram também sua
rastreabilidade utilizando essas técnicas. Um estudo prévio realizado por Shintu,
Ziarelli e Caldarelli (2004) sobre o uso da técnica de RMN via HR-MAS no estudo
da composicdo do queijo parmigiano reggiano, mostrou que esta pode ser uma
ferramenta eficaz na rastreabilidade e avaliagdo da qualidade desse alimento por

meio da andlise da concentracao relativa de seus constituintes.
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O queijo Italiano Mozzarella de Bufala foi também estudado utilizando
espectroscopia de RMN de baixa e alta resolucdo. A RMN de baixa resolucéo
(relaxometria) foi utilizada para identificar o estado da distribuicdo de agua na
estrutura fibrosa do queijo, enquanto que a RMN de alta resolucéo foi aplicada
para identificar o perfil metabdlico de baixo peso molecular extraidos do queijo,
resultando assim na certificagcdo da qualidade e identidade da Mozzarella de
Bufala Campana (GIANFERRI et al., 2007). Pesquisas em queijo por relaxometria
também tem sido feitas com a finalidade de realizar uma quantificacdo simultanea
de teor de gordura e agua (CASTELL-PALOU et al.,, 2013), no estudo do
monitoramento das mudancgas que ocorrem em queijos feta durante a salga em
conjunto com o uso da ressonancia magnética por imagem (ALTAN et al., 2011),
na investigacdo de fraudes no desenvolvimento de matrizes de queijos com
auxilio de microscopia 6ptica (NORONHA et al., 2008) e até mesmo com o uso de
modelagem matematica de transferéncia de massa no estudo dos perfis de
umidade no processo de secagem do queijo, determinados por relaxometria
(CASTELL-PALOU et al., 2011).

Em termos de pesquisas que envolvem envelhecimento, caracterizacéo
geografica, degradacdo ou mesmo o estudo da composicdo de queijos, encontra-
se na literatura diversas formas do uso da RMN para tais finalidades, como o uso
de RMN unidimensional e bidimensional de 3P e 'H para tracar os perfis de
fosfolipideos (KAFFARNIK et al., 2013), o estudo da distribuicdo e mobilidade de
fosfatos e ions sédio em queijos por RMN de 3'P no estado solido (GOBET et al.,
2010), a caracterizacdo dos componentes moleculares da fracéo lipidica do queijo
percorino sardo por RMN de *H e 33C (SCANO et al., 2011), o estudo
metabolémico por RMN do processo de maturacdo do queijo fiore sardo
produzido com culturas autoctones (PIRAS et al., 2013), a influéncia das
condi¢cbes de embalagem de queijos moles em sua degradacdo (LAMANNA et al.,
2008), o estudo da rapida determinagédo de histamina em queijos (SCHIEVANO,
GUARDINI e MAMMI, 2009), a determinacao do perfil de aminoacidos em queijos
grana padano (CURTIS et al., 2000) e caracterizacdo geografica do queijo
parmigiano reggiano por RMN de *H (CONSONNI e CAGLIANI, 2008).

Nesse sentido, verifica-se que muitas pesquisas tem sido realizadas

utilizando RMN para a compreensao desse alimento em seus diversos aspectos,
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com o intuito de contribuir tanto em quesitos econdmicos, comerciais sociais,
dentre outros. Entretanto, no Brasil ainda ndo foram realizadas pesquisas
utiizando RMN para o estudo de queijos que, como ja mencionado, possui
caracteristicas especificas de cada regido que estdo diretamente relacionadas as

formas de condicBes de producao desse alimento.

1.8 Analise de Componentes Principais como método multivariado

Como mencionado, em alguns casos especificos do uso da RMN na
analise de queijos, € necessario 0 uso de técnicas multivariadas como ferramenta
complementar tanto na andlise exploratoria dos dados, quanto para seu uso como

ferramenta preditiva implicando em resultados mais consistentes.

Assim, em linhas gerais, analises multivariadas consistem em métodos
estatisticos elaborados para obter informacgdes a partir de um conjunto de dados
no qual investiga-se as relacdes de dependéncia entre as variaveis respostas
associadas a outros fatores (MINGOTI, 2005). Segundo Lattin, Carroll e Green
(2011), a andlise de dados multivariados trata-se do estudo de associacdes entre
conjuntos de medidas, ou seja, os métodos multivariados sdo um conjunto de
procedimentos que analisam a correlacdo entre determinados conjuntos de
medidas. Sao varios os métodos multivariados ja desenvolvidos, onde cada um
deve ser devidamente escolhido para tratar diferentes tipos de dados, destes, 0s
mais conhecidos sédo: os métodos de Componentes Principais, Analise Fatorial
Exploratéria e Confirmatdria, Escalonamento Multidimensional, Analise de
Conglomerados, Correlagdo Canonica, dentre outros (LATTIN, CARROLL e
GREEN, 2011). Tendo em vista que espectros de RMN de *H podem fornecer
dados de natureza multivariada, o uso do método de Analise de Componentes
Principais € considerado uma técnica vantajosa na exploracgéo inicial dos dados,

como evidenciado no trabalho de Shintu e Caldarelli (2005).

Algoritmos exploratérios como PCA tém como objetivo reduzir um grande
conjunto de dados com tamanho otimizado e interpretavel, ou seja, a PCA reduz a
dimensionalidade dos dados multivariados. A grande vantagem dessa técnica no

estudo de conjuntos de dados complexos € de padronizar os dados por meio de
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pré-processamentos, e assim, maximizar a variancia expressando os dados em
unidades comparaveis, além de identificar padrdes ao fazer associacdes entre as
variaveis por meio de componentes principais (VICINI, 2005). Dessa forma, a
primeira componente principal € a combinacdo linear de todos os pontos que
exibem varidncia maxima, escolhendo-se assim a combinacdo linear com
variancia maxima e explicando o maximo possivel de informacfes. A segunda
componente principal é entdo, a segunda combinacgédo linear que explica a maior
parte possivel da variagdo remanescente dos dados, 0 mesmo raciocinio segue
para as demais componentes principais, lembrando que, combinacao linear € a
projecao de todos os pontos no espaco tridimensional em um anico eixo (LATTIN,
CARROLL e GREEN, 2011).

Outro algoritmo muito utilizado sdo os que envolvem as analises de
regressao quimiométrica, que objetiva desenvolver um modelo que correlacione
as informacdes do conjunto de dados conhecidos com uma propriedade desejada.
Algoritmos com essa caracteristica incluem PLS e Componente Principal de
Regressao (PCR, Principal Component Regression) (NUNES, 2008).

O uso de processamentos que promova uma melhoria no conjunto de
dados, ou seja, auxiliando na reducao da sua dimensionalidade, € comum em se
tratando de analises multivariadas. No caso de dados de RMN, por exemplo, pode
ser utilizada a deconvolucao de referéncia. Esse processamento baseia-se no uso
de um algoritmo que constréi funcdes de correcdo baseado em um singleto
sintético perfeito e um sinal de referéncia conhecido (necessariamente um
singleto) extraido do espectro de interesse e, dessa forma, as fun¢des aplicadas

minimizam as imperfeigcdes da forma dos sinais (EBRAHIMI et al., 2014).

1.9 RMN na analise do perfil quimico de queijos em diferentes condi¢fes de

refrigeracao

Tem sido veiculada pela midia noticias relacionada a pratica por parte de
alguns comerciantes, de desligamento de prateleiras de refrigeracdo durante a
noite. Esta pratica tem despertado a atencdo de autoridades e de Orgaos de

defesa do consumidor. Cita-se como exemplo o projeto de lei n°® 1965/2014, da
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Assembleia Legislativa de Pernambuco que determina a aplicacdo de interdicédo
funcional e penalidade aos estabelecimentos comerciais que desligam seus

equipamentos de refrigeragéo.

No Estado de Goiés, a policia civil, por parte da delegacia de Defesa do
Consumidor, também tem atuado neste sentido, inclusive determinando a
interdicdo de estabelecimentos comerciais e distribuidoras de alimentos
(RABELO, 2012). Além disso, na pratica cotidiana, € muito comum encontrar, pela
manha, prateleiras que deveriam manter alimentos sob refrigeragédo, em equilibrio

térmico com a temperatura ambiente.

Na contraméo dessa pratica, a ANVISA, por meio da RDC n° 216 de 15 de
setembro de 2004, que trata de praticas sobre servicos de alimentacéo, especifica
as condicbes de refrigeracdo de alimentos, e destaca que esta pratica de
refrigeracdo inadequada pode afetar a qualidade do alimento e também colocar

em risco a saude do consumidor.

Diante disso e da escassez de metodologias para averiguar o impacto
dessa prética sobre a qualidade de alimentos que deveriam ser mantidos na
refrigeracdo, almejou-se empregar o perfil quimico obtido por Ressonancia

Magnética Nuclear como uma metodologia alternativa em estudos desta natureza.

Sendo a regido centro-oeste uma das maiores produtoras de queijo do
pais, e uma vez que o queijo é utilizado como material de partida para a producao
de uma grande variedade de pratos e receitas optou-se por utilizar este alimento
no estudo do efeito da refrigeracdo inadequada através do perfil quimico obtido
por RMN.

Nessa perspectiva, por meio da analise dos espectros de RMN, espera-se
determinar os compostos resultantes da degradacdo do queijo mozarela em
diferentes condicfes de refrigeracdo e, a partir do uso de tais processamentos e
ferramentas quimiométricas em uma analise exploratoria, inferir sobre os
aspectos responsaveis pela qualidade dos mesmos ao longo do seu periodo de

estocagem.
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CAPITULO 2

2. OBJETIVOS

2.10bjetivo geral

Avaliar o efeito da refrigeracdo inadequada no perfil quimico de queijos

comerciais tipo mozarela através da técnica de RMN.

2.2 Objetivos especificos

e Identificar subprodutos da degradacdo do queijo mozarela em funcao
da refrigeracdo inadequada;

e Identificar possiveis marcadores que possam ser correlacionados com
as condicdes adequadas e inadequadas de refrigeracéo;

e Comparar os perfis quimicos de queijos em diferentes condicbes de
refrigeracao com o perfil quimico dos queijos apos o prazo de validade;

e Correlacionar as propriedades fisico-quimicas do queijo submetidas a
diferentes condicbes de refrigeracdo com seus respectivos perfis
quimicos obtido por RMN;

e Empregar ferramentas quimiométricas no tratamento e avaliacdo dos

perfis quimicos obtidos por RMN.
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CAPITULO 3

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Acondicionamento das amostras

Para este estudo as amostras de queijos foram divididas em dois conjuntos. Um
deles permaneceu sob condi¢cdes de refrigeracdo durante o dia e durante a noite
pelo periodo de sete semanas para o0 queijo tipo mozarela processado, e onze
semanas para o queijo tipo mozarela convencional. O outro conjunto de amostras
permaneceu sob condi¢cdes de refrigeragcdo apenas durante o dia, pelo mesmo
periodo para cada tipo de queijo. Este conjunto de amostras era transferido para
uma caixa de isopor sem tampa contendo gelo rigido reutilizavel, de modo que o
sistema formado pelas amostras de queijo e a caixa de isopor atingissem
gradualmente o equilibrio térmico com a temperatura ambiente durante a noite.
Este procedimento tinha como objetivo simular as condi¢cdes de refrigeracdo que
se tornariam inadequadas em funcdo da pratica, por parte de alguns
estabelecimentos comerciais, de desligamento das prateleiras de refrigeracao

durante a noite.

3.2 Amostras

3.2.1 Queijo tipo mozarela processado

Os estudos preliminares foram realizados com o queijo tipo mozarela
processado, o qual € comercializado em pacotes com oito fatias embaladas
separadamente (Figura 7). As amostras, obtidas no comércio local, pertenciam ao
mesmo lote e se encontravam mantidas sob as mesmas condicbes de
estocagem. A cada semana, apenas uma fatia de cada conjunto de amostras, que
teriam sido submetidas a diferentes condi¢cdes de refrigeracdo, era retirada da

embalagem e preparada para subsequentes analises.
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Figura 7. Queijo tipo mozarela processado utilizado no estudo inicial do envelhecimento.

Embalagem comercial (A) e fatias que compdem a embalagem (B).

Dos dois pacotes de queijo utilizados no estudo, que constituem as
amostras do queijo tipo mozarela processado, um permaneceu na geladeira
durante as sete semanas de estudo, sendo sua temperatura mantida em torno de
8°C conforme as recomendacdes estabelecidas pelo fabricante. O outro conjunto
foi removido da geladeira durante as noites nesse mesmo periodo de estudo, e
permitiu-se que o equilibrio térmico com a temperatura ambiente fosse alcancado
dentro da caixa de isopor. A cada semana, foi utilizada uma fatia de cada um dos
conjuntos de amostras, as quais foram imediatamente preparadas para as
analises de RMN de H.

Figura 8. Afericdo da temperatura média dentro da geladeira (a direita) e da caixa de isopor (a

esquerda).
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3.2.2 Queijo tipo mozarela convencional

Na segunda etapa do estudo utilizou-se 0 queijo tipo mozarela
convencional, que é comercializado em bandejas na forma de fatias (Figura 9),
sendo todas as amostras obtidas do mesmo lote e sob as mesmas condi¢des de
estocagem. O estudo desse queijo foi realizado durante onze semanas,
extrapolando em trés semanas o prazo de validade estabelecido pelo fabricante.
As amostras foram submetidas a duas diferentes condi¢des de refrigeragdo. Em
uma dessas condi¢bes, onze bandejas permaneceram na geladeira, e na outra
condicdo, outras onze bandejas foram removidas da geladeira durante as noites
nesse mesmo periodo, permitindo-se que o equilibrio térmico com a temperatura
ambiente fosse alcancado dentro da caixa de isopor. A cada semana, foi utilizada
uma bandeja de cada condicdo de refrigeracdo, as quais foram imediatamente

preparadas para as analises fisico-quimicas e de RMN de H.

Figura 9. Queijo tipo mozarela convencional. Embalagem comercial (A), fatias que compdem a
bandeja (B).

3.3 Preparo de amostras para anélises de RMN

As fatias de queijos utilizadas no estudo foram cortadas em pequenos
pedacos e pulverizadas em almofariz com uso de nitrogénio liquido, e constituem
a amostra tanto para as analises com o material heterogéneo, fazendo uso da
sonda HR-MAS (queijo tipo mozarela processado e queijo tipo mozarela
convencional), como também, do extrato bruto, fazendo uso da sonda TBI

(apenas queijo tipo mozarela convencional).
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Para as analises fazendo uso da sonda HR-MAS, utilizou-se um rotor de
zirconio com capacidade de 50 pL (Figura 10), o qual foi empacotado com 15 mg
de amostra e 40 yL de D,O (Cambridge Isotope Laboratories, Inc.; 99,9% de
deutério). No estudo do queijo tipo mozarela processado, a solucdo de solvente
deuterado era constituida, além da referéncia interna trimetilsililpropianato de
sédio (TMSP-2,2,3,3-d4) 4,2% (m/v) (Cambridge Isotope Laboratories, Inc.; 98%
de deutério), também por tampéo fosfato. Este tamp&o foi preparado a partir de
61 mg de NaH,PO, e 82 mg de NaHPO, (J. T. Baker®, 99% de pureza), em 1 mL
de D,O, conforme proposto por Shintu, Ziarelli e Caldarelli (2004), de modo a
obter um pH de 6,7. A afericdo do pH foi feita utilizando-se o pHmetro do tipo
Quimis®, modelo Q400AS. J4 para as andlises do queijo tipo mozarela
convencional, fazendo uso da mesma sonda, adicionou-se as mesmas
guantidades de amostra e solvente. No entanto, ndo se fez uso do tampao, de
modo que o solvente deuterado era constituido apenas por TMSP-d4 0,05% (m/v).
Essa escolha foi baseada no fato de que a variagdo do pH poderia ser um
importante marcador na distincdo das amostras submetidas a diferentes

condicBes de refrigeracao.

A figura a seguir apresenta as pecas que compdem o rotor e as

ferramentas necessarias para o referente empacotamento.

Figura 10. Pecas que compdem o rotor: (G) tampa, (H) espacador, () parafuso selante e (J) rotor
de zircénio de 50 pL. Ferramentas para seu empacotamento: (A) removedor da tampa, (B) funil,
(C) ajustador do espacador, (D) parafuso, (E) chave de fenda e (F) espatula. Imagem disponivel
em Alcantara, et al. (2014), p. 76.
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Para as analises do extrato bruto adaptou-se a metodologia proposta por
Lamanna et al. (2008). Um grama de amostra foi transferido para um tubo falcon
de 15 mL, ao qual também adicionou-se 2 mL de D,O. Em seguida, o sistema foi
submetido a extracdo sob sonicacdo por vinte minutos. Apos este intervalo de
tempo, a amostra foi centrifugada por 20 minutos a 5000 rpm, mantendo-se a
temperatura de 24 °C. Retirou-se, em seguida, 1,8 mL da fase intermediaria
(Figura 11), a qual foi novamente submetida a centrifugacdo nas mesmas
condicbes. Por fim, obteve-se 1,5 mL da fase intermediaria, a qual constituiu o
extrato bruto para as analises de RMN, realizadas logo ap6s o procedimento de
extracdo. Nesse procedimento, foi utilizada uma centrifuga Sigma®
Laborzentrifugen, modelo 2K15, e um aparelho de ultrassom do tipo Ultrassonic
Cleaner®, modelo 08890-16.

Para a obtencdo dos espectros, utilizou-se um tubo de ressonancia de 5
mm onde foi adicionado 200 L de solucéo 0,1% (m/v) de TMSP-d4 em D,O e 400

pL do extrato bruto.

Figura 11. Etapas do processo de extragdo. (1) apOs ser submetida a ultrassom, (2) separacgao
das fases apoOs a primeira centrifugacdo, (3) extrato bruto apdés a centrifugacdo da fase

intermediaria.

A amostragem do queijo tipo mozarela convencional foi entdo dividida de
duas formas diferentes, uma pequena quantidade foi destinada as andlises de
RMN, tanto via HR-MAS quanto para se realizar os extratos, e 0 restante do
queijo da foi destinado as analises fisico-quimicas, nas quais seria necessario um

maior volume de amostra.
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3.4 Preparo de amostras para as analises Fisico-Quimicas

Estas andlises foram realizadas apenas com o0 queijo tipo mozarela
convencional. Partes das mesmas amostras utilizadas nas analises de RMN

foram destinadas as andlises fisico-quimicas.

Com o intuito de obter maior rigor e qualidade nas analises fisico-quimicas,
buscou-se estabelecer parceria com um laboratério que possui certificacdo para
analise de alimentos. Esta parceria foi estabelecida com o Centro de Pesquisa em
Alimentos (CPA) situado na Escola de Veterinaria e Zootecnia da Universidade
Federal de Goias (EVZ - UFG). Foram feitas andlises de gordura total, proteina
total e pH (potencial hidrogenionico), semanalmente e no mesmo dia das
analises de RMN de 'H, de cada amostra mantida em diferentes condi¢cdes de

refrigeracao.

Para a analise de produtos lacteos, o CPA emprega métodos analiticos
fisico-quimicos em acordo com a normativa n° 68 de 12 de dezembro de 2006 do
MAPA.

A marcha analitica da andlise de pH seguiu-se medindo em torno de 5g da
massa da amostra (em duplicata) em um béquer de 50 mL, onde posteriormente
foi adicionado 20 mL de agua destilada. Apés a homogeneizacdo da mistura,
realizada de modo a obter uma pasta homogénea, foi utilizado um pHmetro de
bancada (Thermo Scientific®, modelo orion 3star), previamente calibrado com
solugcdes tampdes de pH 4 e 7, para medir o pH da amostra. A leitura/anotagcao
do valor obtido foi realizada em triplicata, contendo no laudo apenas o valor

médio.

A analise de gordura total foi realizada por meio do método butirométrico
de Gerber para queijos, também em duplicata. Inicialmente, pesou-se 3 g da
amostra diretamente no copo do butirdmetro que, em seguida, foi acoplado na
sua parte inferior ficando devidamente vedado. Posteriormente, adicionou-se 5
mL de agua destilada, 10 mL da solucdo de &cido sulfurico com densidade de
1,605 g.cm™ e 1 mL de &lcool isoamilico com 0,81 g.cm™ de densidade. A mistura
foi entdo levada a banho-maria no préprio butirbmetro a uma temperatura em

torno de 65 °C e, posteriormente, foi agitada cuidadosamente para uma melhor
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dissolucdo da amostra. ApoOs total dissolucdo, adicionou-se agua até atingir a
ltima marcacgdo do butirdbmetro para, em seguida, centrifuga-lo a 1200 rpm, o que
permite medir o teor de gordura total no préprio butirbmetro por meio da
observacdo da separacédo das gorduras dos demais componentes do queijo. Esse
valor é entdo convertido em teor de g/100g baseando-se na percentagem de

gordura em relagdo a massa total da amostra.

As proteinas contidas no queijo também foram quantificadas reagindo
outros 5 g de amostra (também em duplicatas) com acido sulfarico de alta pureza
por meio do aquecimento gradativo da mistura (digestdo). Assim, o sulfato de
amonio formado foi posteriormente destilado e, a partir da liberacdo de aménia
fixada em solucao acida, realizou-se uma titulacdo. A destilacédo foi realizada de
forma automatizada por meio de um aparelho digestor e destilador micro-Kjeldahl
(Gerhardt®, modelo Vapodest 30S) e, para a titulagao, utilizou-se uma solucédo de
acido sulfarico 0,05 M. Apoés a titulacdo, em duplicata, o calculo da quantidade de

proteinas totais foi realizado baseando-se no volume de acido gasto.

3.5 Experimentos de RMN

As andlises de RMN foram realizadas em um espectrometro Bruker Avance
[11 500 de 11,75 T, situado no Laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear do
Instituto de Quimica da Universidade Federal de Goias. As sondas utilizadas
foram a de "H/ *C/ 3'P HR-MAS de 4 mm com gradiente de campo na direcéo z, e

uma sonda TBI de 5 mm com gradiente de campo na direcao z.

Nas andlises via HR-MAS, periodicamente, eram realizadas calibragdo do
angulo mégico utilizando KBr. Em todas as analises a sintonia foi devidamente
ajustada e manteve-se o0 mesmo tempo medio na realizacdo dos procedimentos,

desde o preparo das amostras até a aquisicdo dos espectros.
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3.5.1 Analises de RMN de H

3.5.1.1 Queijo tipo mozarela processado

Os espectros de RMN de *H foram obtidos com a sonda na temperatura de
25 °C. Foram utilizados 65536 pontos de dados (TD) e 512 varreduras utilizando a
sequéncia de pulsos noesyprld para a supressao do sinal da agua. Para essa
sequéncia de pulsos, foram fixados parametros como o mixing time (dg) de 0,2
segundos. Utilizou-se 1,43 s de tempo de espera (d;), tempo de aquisicédo (aq) de
3,27 s, pulso de excitacdo para a duracédo do pulso de 90° (p;) de 10,35 us (7,58
Watts) e janela espectral de 20 ppm com a frequéncia central do pulso no canal
de 'H (0olp) em torno de 4,7 ppm. O ganho do receptor (rg) foi ajustado
automaticamente obtendo um valor de 25,4, mantendo esse mesmo valor para

todos os espectros adquiridos.

Os dados foram processados aplicando uma TF, ajuste automatico de fase
e correcdo automatica de linha de base. Os ajustes finos de correcédo de fase e

linha de base foram em seguida reajustados manualmente.

3.5.1.2 Queijo tipo mozarela convencional

Para as analises de RMN de !H, tanto nas andlises fazendo uso da sonda
HR-MAS quanto da sonda TBI, a temperatura das sondas foi mantida a 25 °C.
Utilizou-se um TD de 65536 fazendo uso da sequéncia de pulsos noesyprld, com
janela espectral de 25,00 ppm e 0ol1p em torno de 4,70 ppm.

Para as analises via HR-MAS foi incluida nessa sequéncia de pulsos, além
da supressdo do sinal da agua, a supressado do sinal caracteristico de CH;, de
acido graxo com deslocamento quimico em 1,29 ppm. A supresséo do referente
sinal foi realizada modificando a sequéncia de pulsos noesyprld de modo a
introduzir um pulso de pré-saturacdo, de onda continua (cw, continuous wave), no
segundo canal (f2, nomenclatura Bruker), que seria aplicado simultaneamente ao
pulso de pré-saturagdo do solvente aplicado no primeiro canal (f1, nomenclatura

Bruker). Para tal, as frequéncias nas quais seria realizada a supressdo eram
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previamente marcadas no espectro como olp para supresséo do solvente, e 02p

para supresséao do sinal do acido graxo.

Foram fixados parametros como dg de 0,20 s, 512 varreduras, d; de 3,00 s,
ag de 2,62 s, p; de 10,26 ps (7,58 Watts) e rg de 45,20.

Ao fazer uso da sonda TBI, foi realizada a supressao somente do sinal da
agua. Fixou-se parametros como dg de 0,31 s, 256 varreduras, d; de 2,00 s, aq de
2,62 s, pp de 12,60 us (10 Watts) e rg de 203.

O processamento foi realizado aplicando uma TF, ajuste automatico de
fase e correcdo automatica de linha de base. Os ajustes finos de correcdo de fase
e linha de base foram em seguida reajustados manualmente. Para os dados em
que foi realizada a quantificacdo relativa, a integracdo dos sinais foi realizada
manualmente de modo a utilizar as mesmas regides integradas para todos o0s

espectros.

3.5.2 J-resolved

Na dimenséo das frequéncias do canal de *H (F2), utilizou-se um TD de
32768, aq de 1,31 s, d; de 2,00 s, p1 de 12,60 ps e janela espectral de 25,00 ppm
com olp em 4,70 ppm. Ja na dimensdo dos multipletos de acoplamento J (F1),
utilizou-se um TD de 40, aq de 0,26 s e janela espectral de 0,16 ppm. Realizou-
se, em média, 56 varreduras na aquisicdo dos espectros. Esses parametros foram
0S mesmos tanto para as analises fazendo uso da sonda HR-MAS, quanto para

as analises em TBI.

Apbs a transformada de Fourier, realizou-se a corre¢do de linha de base na
dimensao F2 e, posteriormente, aplicou-se o algoritmo tilt de 45° para permitir que
todos os sistemas de spins com acoplamento J da dimensdo F1 ficassem
ortogonais aos deslocamentos quimicos na dimenséo F2, eliminando os sinais
fora das respectivas ressonancias. Posteriormente, a linha de base foi novamente
corrigida, e entdo, a simetrizagdo do espectro em relacédo a J = 0 Hz foi realizada
(symJ).
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3.5.3 HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence)

3.5.3.1 Queijo tipo mozarela processado

Os parametros utilizados para a obtengao dos espectros HSQC foram, para
a dimensao de dominio direto (F2), janela espectral de 20,00 ppm com olp em
4,70 ppm, p; de 10,30 us (7,5 Watts), TD de 4096, d; de 1,00 s e aq de 0,20 s. Ja
na dimensdo de dominio indireto (F1), foi utilizada um janela espectral de 300,00
ppm com pulso na frequéncia central do pulso no canal de 3C (02p) em 100,00
ppm, duracao do pulso de 90° (p.) de 17,80 ps (88,67 Watts), TD de 256 e aq de
0,003 s. Nessa sequéncia de pulsos foi incluida somente a supressao do sinal da

agua e realizadas 140 varreduras.

O processamento dos dados foi realizado aplicando uma TF de modo a
correlacionar os 4096 pontos de dados da dimensdo F2 com os 256 pontos de
dados da dimenséo F1, obtendo o espectro bidimensional HSQC das correlacdes
das frequéncias de *H e 13C. Posteriormente realizou-se a correcdo das fases

manualmente.

3.5.3.2 Queijo tipo mozarela convencional

Para as analises em que se fez o uso da sonda HR-MAS os parametros
utilizados foram os mesmos dos espectros tipo HSQC obtidos para o queijo tipo
mozarela processado, exceto pela janela espectral da dimenséo F2 que foi de 25
ppm, p; de 10,26 ps (7,58 Watts) e 76 varreduras.

Nas analises via TBI, na dimensao F2, o p; utilizado foi de 9,85 ps (14,72
Watts), d; de 0,1 s, aq de 0,2 s e TD de 4096. J4 na dimensédo F1, o aq utilizado
foi de 0,003 s, p; de 17,82 us (88,67 Watts), TD de 256, janela espectral de 300
ppm com (02p) em 100 ppm. Na obtengdo desses espectros, utilizando o mesmo
método de dupla supressdo realizado para o0s espectros unidimensionais
apresentado na sec¢éo 3.5.1.2 (pagina 48), foram suprimidos também os sinais da
agua e de CH, de acido graxo com deslocamento quimico em 1,29 ppm,

utilizando 52 varreduras.
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Os dados foram processados ao aplicar uma TF que correlacione as duas

dimensdes, e posterior correcao de fase realizada manualmente.

3.6 Analise de Componentes Principais

As Andlises de Componentes Principais (PCA) foram realizadas somente
para os dados do queijo tipo mozarela processado. Para tal foi utilizada a
deconvolucdo de referéncia, sendo considerado um fator crucial para a reducéo
da dimensionalidade do conjunto de dados, baseando-se nos estudos de
Ebrahimi et al. (2014). Dessa forma, a titulo de avaliar tal melhoria, foram
realizados calculos de PCA para os referentes dados com e sem o uso da

deconvolucéo de referéncia.

Para os dados em que nao se fez o uso da deconvolucéao de referéncia, os
espectros foram processados por meio do software Bruker BioSpin GmbH , verséo
3.1, utilizando line broadening (Ib) de 0,3 Hz além da correcdo manual de fase,
linha de base e calibracdo da referéncia interna (TMSP-d;) em 0,00 ppm. Os
espectros foram entdo exportados no formato txt e posteriormente importados
para o software Matlab R2015a®, versdo 8.5.0 trial (MathWorks, Inc., Natick, MA,
USA) disponivel gratuitamente por trinta dias, onde foram calibrados e alinhados.
Nesse software as regides referentes as extremidades dos espectros (14,0 a 11,0
ppm e 0,4 a -5,0 ppm) e de sinais referentes a supresséao do solvente (5,20 a 4,49
ppm), foram removidas. A matriz de dimenséo 16x25947 foi exportada no formato
txt e, em seguida, importada pelo software The Unscrambler X®, vers&o 10.3 trial
disponivel gratuitamente por trinta dias, onde os dados foram normalizados em
relacdo a area dos espectros e centrados na media para posterior calculo

utilizando cinco PCs.

Para os dados em que se fez o uso da deconvolucdo de referéncia,
utilizou-se o software DOSYtoolbox versao 1.5 disponivel gratuitamente pelo site
dosytoolbox.chemistry.manchester.ac.uk (DOSY, 2012). Os FID’s dos referentes
espectros foram importados para o software onde automaticamente era aplicada a
TF. Os processamentos, bem como a deconvolucdo de referéncia, foram

realizados somente em um espectro por vez, no qual se realizava a calibracdo do
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sinal de referéncia utilizado na deconvolucdo (TMSP-d4) em 0,00 ppm, correcao
de fase e linha de base. No calculo do algoritmo foram utilizados os valores 1,4 e -
2,2 Hz, correspondentes as formas de linhas lorentziana e gaussiana,
respectivamente, e apds o calculo, obteve-se uma largura de linha para o sinal de
referéncia de 0,04 Hz. Tal procedimento possibilitou a reprodutibilidade da largura
a meia altura de todos os espectros. Os espectros deconvoluidos foram entédo
exportados no formato txt e posteriormente importados para o software Matlab, no
qual foi também realizada a calibracédo, alinhamento e corte das mesmas regifes
de supressdo do solvente e extremidades dos espectros realizadas para o
conjunto de dados brutos. Para os dados deconvoluidos, a matriz obtida foi de
dimensdo 16x16210. A referente matriz foi exportada no formato txt e
posteriormente importada para o software The Unscrambler X®, onde o célculo da
PCA foi realizada nos mesmos moldes dos dados em que néao foi feito o uso da

deconvolucéo de referéncia.
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CAPITULO 4

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Otimizacado das condi¢gdes experimentais

4.1.1 Escolhadasequéncia de pulso

A otimizacdo das condi¢cdes experimentais foi realizada com 0 mesmo tipo

de queijo utilizado nos estudos preliminares (queijo tipo mozarela processado).

Inicialmente, visando andlises via HR-MAS, foram realizados experimentos
de modo a escolher a sequéncia de pulsos a ser utilizada. Optou-se por realizar
estas andlises utilizando D,O, pois além de ter sido realizado testes com outros
solventes (secédo 4.1.3), verificando que este seria 0 mais adequado, em outros
trabalhos presentes na literatura que envolve analises de queijos via RMN, o D,0O
€ 0 solvente mais utilizado. Em funcéo de ter sido observado um intenso sinal de
agua ao se utilizar uma sequéncia de pulso simples, com apenas um pulso de 30°
(zg30, nomenclatura Bruker), foram testadas sequéncias de pulsos que permitem

a supresséo do sinal da agua (Figura 12).

Considerando a constituicdo quimica da matriz, a qual é caracterizada
principalmente pela presenca de acidos graxos e proteinas, e tendo em vista a
pretensdo de se adquirir espectros com boa resolucdo e bom formato de linha de
base, foram testadas sequéncias de pulso que atendessem a essa expectativa.

Uma das sequéncias testadas foi a unidimensional Carr - Purcel - Meiboom
— Gill (CPMG), ou cpmgprld na nomenclatura usada pela Bruker, que constitui as
etapas: delay de reciclagem — pulso de 90° - (dyo — pulso de 180° - dao)s -
aquisicdo. Esta sequéncia tem como caracteristica minimizar o efeito da
intensidade e largura de sinais oriundos de moléculas com T, curto (rapida
relaxacao), auxiliando na identificacao e atribuicdo dos sinais (CLARIDGE, 2009).
Para esta sequéncia de pulso um dos parametros otimizados € chamado |4 (loop
para o filtro do decaimento da magnetizacao transversal), cujos valores testados
foram 64, 128, 192, 224, 256. O outro parametro otimizado é chamado do (tempo

de eco fixado para a eliminacdo dos efeitos de acoplamento) cujos valores
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testados foram 1 ms, 1,5 ms, 2 ms, 2,5 ms, 3 ms. Para essa otimizacao foram
realizados 25 experimentos, do modo que cada um dos valores de |, foram
combinados com cada um dos valores de dy. A melhor combinagédo para esses
dois parametros, a saber, I, igual a 64 e dy igual a 1,5 ms, foi definida pela
inspecédo visual dos espectros. A figura 12 mostra o espectro adquirido fazendo

uso dos valores citados acima.

A outra sequéncia testada foi a unidimensional Nuclear Overhauser Effect
Spectroscopy (NOESY), ou noesyprld na nomenclatura usada pela Bruker, que
constitui as etapas: delay de reciclagem - pulso de 90° - pulso de 90° - tempo de
mistura (dg) - pulso de 90° - aquisicdo. Esta sequéncia € caracterizada na
literatura por apresentar alta qualidade na supressdo do sinal da &gua e
consisténcia nos resultados sendo, portanto, mais indicada para a quantificacdo
de metabdlitos (McKAY, 2011). Para essa sequéncia de pulso otimizou-se o
parametro dg (mixing time), utilizando os valores 0,1 s, 0,155, 0,2 s, 0,25 s e 0,3
s. A escolha do melhor valor de dg (0,2 s) foi feita, novamente, com base na
inspecgao visual dos espectros. A figura 12 mostra o espectro adquirido utilizando

esse valor.

Os espectros apresentados na figura 12 encontram-se na mesma escala.
Ao compara-los, verificou-se que na sequéncia zg30 nenhum sinal da amostra é
observavel nessa escala, aparecendo somente o sinal da agua, em torno de 4,7
ppm, que se sobressai em comparagao aos sinais da amostra devido ao ganho do
receptor ser ajustado em relagdo a intensidade do sinal do solvente. A sequéncia
de pulso cpmgprld apresentou problemas de fase em alguns sinais

compreendidos entre 1,24 a 1,60 ppm (destaque na figura 12).

Ao se comparar as duas sequéncias de supressao testadas pbde-se
observar que a noesyprld apresentou vantagens por apresentar maior numero de
sinais, maior resolucdo e melhor relacdo sinal/ruido, possivelmente, devido ao
fato de a supressao do sinal da agua ser mais efetiva para essa sequéncia de
pulso. A escolha ideal do ds trata-se do ajuste do tempo de espera de uma
segunda pré-saturacdo do sinal de interesse ap0s uma série de pulsos, para
garantir que a magnetizacdo proveniente da relaxacdo durante os pulsos iniciais

seja novamente suprimida. Em especial, no caso da agua, esse ajuste é
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necessario para aprimorar a supressao, evitando efeitos como o radiation
damping, e realizando um experimento que garanta a maxima relaxacdo dos

spins de interesse e a minima relaxacéo dos spins do solvente (McKAY, 2011).

8x

Zg30

Noesyprld

Cpmgprild

A~

* -
X!N!X{X!NNXXXX!‘NXXXX!N!X{X!NNXXXX!‘NXXXX!N!X{X!NNXXXX!‘NXXXXX!X!{X!NN!XXXX‘N!XX!X!X!{X!N!X

8 7 6 5 7 3 2 1 ppm

Figura 12. Espectros de RMN de H do queijo tipo mozarela processado fazendo uso da sonda
HR-MAS e utilizando as sequéncias de pulso cpmgprld (em preto), noesyprld (em azul) e zg30
(em verde). O destaque evidencia as regides do espectro que apresentaram problemas de fase

quando se utilizou a sequéncia cpmgprld.
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4.1.2 Otimizacdo do tempo de intumescimento, massa da amostra e

velocidade de giro para as analises via HR-MAS

Seguindo com as otimizagbes, foram averiguados aspectos como
intumescimento da amostra, massa e velocidade de giro. Quanto ao
intumescimento, que se trata do tempo necessario para promover maior contato
entre amostra e solvente visando maior mobilidade molecular, independente das
velocidades de giro e massas testadas, verificou-se que nao houve variacdo no
perfil quimico entre os espectros das amostras com encharcamento de 35
minutos, 1 hora e 2 horas. Da mesma forma, ndo foram observadas diferencas
significativas nos espectros referentes as massas de 15e 30 mg, egirode 5e 7
kHz.

A escolha da velocidade de giro foi baseada no manual de aplicacdes de
HR-MAS da Bruker, versdo 1.0, que sugere um giro de no maximo 5000 Hz para
um espectrometro de 500 MHz. O recomendado é que a velocidade de rotacdo
corresponda ao equivalente de 8 a 10 ppm, pois giros acima dessa faixa podem
gerar bandas laterais de giro junto a sinais de prétons da amostra que podem
resultar em dificuldades ou mesmo em atribui¢cdes errbneas, além do fato de que
altas taxas de giro pode acarretar no aquecimento da amostra, resultando na
degradacdo da mesma, ou em problemas na reprodutibilidade dos espectros,
sendo este Ultimo um aspecto fundamental para analises quantitativas ou
quimiométricas (MAAS, 1997).

4.1.3 Escolhado solvente

Embora em pesquisas presentes na literatura envolvendo analise de
queijos via RMN seja feito o uso de D,O como solvente, visando analises via HR-
MAS, foram realizados testes também em cloroférmio-d, acetonitrila-d; e metanol-
ds.

Conforme apresentado na figura 13, ao se comparar 0s espectros obtidos
em diferentes solventes, estando todos na mesma escala, observou-se que o
espectro usando acetonitrila-d; apresentou sinais muito largos e de baixa

resolucdo. Ja o espectro obtido ao utilizar cloroférmio-d como solvente, notou-se
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uma melhoria significativa na forma dos sinais, entretanto, o sinal do respectivo
solvente em torno de 7,24 ppm apareceu em uma regido onde observa-se sinais

da amostra quando se utilizou D,O como solvente.

Comparando o0s espectros utilizando metanol-d, e D,0O, 0s quais
apresentaram melhores resultados, verificou-se uma maior presenca de sinais da
amostra utilizando D,O como solvente como, por exemplo, os dubletos do citrato
em torno de 2,6 ppm. Desta forma, optou-se pelo uso do D,O para prosseguir
com o estudo, pois além de ter apresentado maior nimero de sinais, trata-se de

um solvente com maior viabilidade econémica que o metanol-da.

D,0O \
T -
Metanol-d, {
|
] e
Acetonitrila-ds
N
Cloroférmio-d
I I T I I IR I
7 6 5 4 3 2 ppm

Figura 13. Espectros do queijo tipo mozarela utilizando cloroférmio-d, acetonitrila-ds;, metanol-d, e
D,0.

4.1.4 Determinacdo de T;, p1 e otimizagcdo do numero de varreduras

Apos a escolha da sequéncia noesyprld e posterior escolha do solvente,

seguiu-se com a otimizagcdo das varreduras buscando-se obter a melhor relagcéo
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sinal/ruido (100:1) no menor tempo de aquisicdo. Para tal, foram adquiridos
experimentos com 128, 256, 512 e 1024 varreduras, verificando que o
experimento com 512 varreduras atendia a relagdo sinal/ruido pretendida para a
maioria dos sinais nas analises via HR-MAS, e 256 varreduras para as analises
via TBI.

O tempo de relaxacéo longitudinal, que se trata do tempo de espera (d1)
mais tempo de aquisicdo (aq), foi adquirido de modo a respeitar sete vezes a
constante T1, de modo a obter o maximo da recuperacado da magnetizacdo apos
um pulso de excitacdo de 90°. Assim, os valores de d; foram obtidos a partir da
estimativa de T; (Figura 14), que se baseia em experimentos de inversao
recuperacdo conforme apresentado no manual do usuéario Bruker, versdo 3.0
(BRUKER, 2010), utilizando a sequéncia de pulso tlirld (nomenclatura Bruker), e

os tempos de aquisicdo foram definidos conforme a escolha da janela espectral.

Figura 14. Espectrqs obtldgs para 5’;1 estlm@tlva de3T 1. Do gspectrolem de%aqgﬁjgpteve se 0 thuo
(periodo adequado para a recuperacdo da magnetizacao) utilizado no calculo para a estimativa de
Ts.

Do mesmo modo, foram ajustados os valores de poténcia de excitacdo
para cada conjunto de amostras. Por meio do comando “popt” (nomenclatura
Bruker), foi realizada uma varredura de valores de p; de modo a obter a maior
intensidade dos sinais da amostra, escolhendo assim os valores do pulso de

excitacao.
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4.1.5 Escolhado padréo interno para quantificacao

Visando as analises quantitativas, primeiramente foram realizados testes
com os padrbes internos solaveis em D,O disponiveis no laboratério, sdo eles:
acido maleico, biftalato de potassio e TMSP-d,4, conforme sugerido por Pauli et al.
(2012).

Apo6s adquiridos os espectros com os referentes padrdes, verificou-se que
0 uso do biftalato de potassio foi considerado inviavel devido a dificuldade de se
realizar o ajuste da homogeneidade do campo (shimming), fazendo uso da sonda
HR-MAS, pois trata-se de um padréo que apresenta uma multiplicidade complexa,
além de seus sinais aparecerem em um deslocamento quimico que continha
sinais da amostra (~7,75 ppm). O uso do acido maleico foi descartado quando
notou-se que seu carater acido estava influenciando muito no deslocamento
quimico dos sinais da amostra pois, na segunda etapa do estudo, pretendia-se

avaliar o efeito do pH nas amostras durante o envelhecimento.

Por fim, optou-se pelo uso do TMSP-d,. Entretanto, foi observada uma
possivel interacdo deste com algum componente do queijo tipo mozarela
convencional ao fazer uso da sonda HR-MAS. Essa possivel interacdo foi
diagnosticada ao se adquirir um espectro de RMN de 'H da amostra somente em
D,O e compara-lo com o espectro obtido utilizando D,O com 0,05% (m/v) de
TMSP-d, (Figura 15).
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Figura 15. Espectros de RMN de 'H do gueijo tipo mozarela convencional somente em D,O (em
preto) e com a adicdo do TMSP-d,; (em azul). A regido em destaque mostra o sinal proximo ao

sinal do TMSP-d, sugerindo uma possivel interacdo do mesmo com a amostra.

Nesse sentido, vislumbrou-se utilizar o método ERETIC (Electronic
REference To access In Vivo Concentrations) para a quantificacdo nos espectros
obtidos fazendo uso dessa sonda. No entanto, pretendia-se realizar a
quantificacdo somente dos mesmos sinais que seriam quantificados dos
espectros dos extratos bruto, visto que nestes nao foi observada essa possivel

interagéo.

Embora com esse resultado tenha sido descartada a possibilidade de
guantificar os sinais dos acidos graxos, pretendia-se avaliar se a analise do perfil
quimico de queijos tipo mozarela em diferentes condi¢des de refrigeracdo poderia
ser realizada fazendo uso desses dois tipos de sonda. Entretanto, apos adquiridos
os espectros de RMN de *H via HR-MAS, observou-se que muitos dos sinais que
se almejava quantificar ndo possuiam resolucdo suficiente para se fazer uso do
método ERETIC.
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Ainda referente as analises via HR-MAS, para o0 queijo tipo mozarela
convencional realizou-se a supressao do sinal de CH, de acidos graxos em 1,29
ppm (Figura 16), conforme apresentado na sec¢édo 3.5.1.2 (pagina 48), pois este
sinal muito intenso comprometia uma melhor relacéo sinal/ruido do espectro além

de sobrepor o dubleto do acido latico.

CH, de acido
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Figura 16. Espectros de RMN de 'H apenas com a supressdo da agua (em azul), e com dupla
supressédo dos sinais da agua e de CH, de acido graxo (em preto). Ambos foram obtidos por meio

da sequéncia noesyprld e encontram-se na mesma escala.

4.2 Andlises Fisico-Quimicas

A andlise do pH foi considerada importante levando em conta que a
acidificacdo do queijo afeta diretamente a qualidade e tempo de prateleira do
produto (CORTEZ et al., 2008). Ja as analises de proteina total e gordura total
sao muito importantes na determinacao do perfil de textura, sabor e velocidade de
maturacdo de queijos, visto que os diversos niveis da relacdo proteina/gordura
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caracterizam queijos com diferentes parametros de fabricacdo (tempo de

floculacéo e coagulacdo), bem como a composicao final do queijo.

Nesse sentido, os teores de proteina e gordura total também sé&o
importantes para o fabricante no controle do rendimento do queijo, pois, uma vez
que a proporcdo de proteina e gordura estejam padronizadas, as industrias
ganham vantagens em termos de otimizacdo dos equipamentos e garantia na
homogeneidade do produto (ANTUNES et al., 2010).

Assim, optou-se por realizar as analises fisico-quimicas com o intuito de
correlacionar as variagdes de proteina total, gordura total e pH com as condi¢des
de refrigeracdo das amostras. Estas analises sdo as principais requeridas pelo
MAPA para certificacdo de qualidade, de modo que se pretendia também
correlacionar os resultados das analises fisico-quimicas com os perfis quimicos
obtidos das analises de RMN de H. Nas tabelas 2 e 3 a seguir sdo apresentados
os resultados adquiridos das analises fisico-quimicas.

Tabela 2. Valores do potencial hidrogeniénico (pH), gordura total e proteina total (em g/100g)

presente no queijo tipo mozarela convencional que permaneceu na refrigeracdo adequada.

Semanas Gordura Total (g/100g) Proteina Total (g/1009) pH

0 24,87 + 0,02 24,84 + 0,71 5,36 + 0,21
12 25,98 + 0,40 24,79 + 0,12 552+0,12
22 24,77 +1,10 23,87 £ 0,13 5,61+ 0,01
32 25,88 + 0,06 23,37 + 0,53 5,37 £ 0,04
42 25,88 £ 0,16 24,50 + 0,62 571+0,15
52 28,01+ 0,31 24,42 + 0,47 5,23 £ 0,07
62 25,72+ 0,14 24,00 + 0,00 5,09 £ 0,07
72 24,29 + 0,07 24,27 + 0,08 6,44 £ 0,06
82 25,27 £ 0,05 25,23+0,14 512 +0,14
92 24,46 £ 0,14 23,98 + 0,01 5,02 £ 0,03
102 25,88 £+ 0,13 23,79+ 0,04 5,24 + 0,28
112 25,71 +£0,11 23,34 + 0,02 5,17 £0,12

Nota: Valores expressos como média + desvio padrao (n = 2).
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Tabela 3. Valores do potencial hidrogenidnico (pH), gordura total e proteina total (em g/100g)
presente no queijo tipo mozarela convencional que permaneceram fora da refrigeracdo adequada

durantes as noites.

Gordura Total Proteina Total

Semanas (9/100g) (9/100g) pH

0 25,43+ 0,04 24,17 + 0,22 5,34+0,18
12 25,96 + 0,08 24,29 + 0,60 5,44 + 0,01
28 24,83 + 0,01 23,23+0,18 5,36 + 0,35
32 24,91 + 0,06 23,63 + 0,04 5,12 + 0,08
43 25,53 + 0,05 25,02 + 0,34 5,33+0,38
5a 27,62 + 0,13 23,99 + 0,96 5,29 + 0,01
62 24,64 + 0,05 24,06 + 0,08 5,07 + 0,05
72 24,40 + 0,17 25,71 +0,28 5,14 +0,14
82 23,98 + 0,08 24,68 + 0,05 5,32+0,18
92 24,14 + 0,06 23,88 + 0,01 5,11 + 0,07
102 25,07 £ 0,02 23,62 + 0,25 5,22 + 0,26
112 25,63+0,14 23,30+ 0,42 5,23+ 0,27

Nota: Valores expressos como média +/- desvio padrao (n = 2).

Realizando-se testes t pareados, observou-se que nao ha diferencas
significativas (P < 0,05) entre as amostras refrigeradas adequada ou

inadequadamente, quanto aos parametros fisico-quimicos avaliados.

Em resumo, os resultados obtidos ndo mostram tendéncias nas variagdes
dos valores obtidos de pH, gordura total e proteina total ao longo das semanas,
comparando as amostras em diferentes condicdes de refrigeracdo. O fato de ndo
ter sido possivel verificar nenhuma tendéncia clara, indica que essas analises
fisico-quimicas ndo permitem diferenciar as amostras submetidas a refrigeracéo

adequada e inadequada estudadas.

4.3Atribuicao dos sinais de RMN do queijo tipo mozarela processado

A principio realizaram-se as atribuicdes dos sinais de RMN de *H. Como
nao se observou mudangas na composi¢cao dos sinais dos espectros adquiridos,
as referentes atribuicbes se aplicam aos espectros de todas as amostras do

gueijo tipo mozarela processado.

Para esse queijo fez-se uso somente da sonda HR-MAS, de modo que a
presenca dos sinais de acidos graxos, intensos e alargados, provocou a
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sobreposicao parcial ou até mesmo completa de sinais. Dessa forma, conforme
apresentado no espectro (figura 18), devido a intensidade dos sinais de &cidos
graxos, saturados e insaturados, realizou-se uma ampliacdo de 24x para a
visualizacdo dos sinais no destaque A e de 10x para a visualizacdo dos demais

sinais apresentados nos destaques B, C, D e E.

A tabela 4 apresenta as atribuicbes realizadas utilizando apenas o0s
espectros de RMN de 'H com o auxilio de banco de dados como o The Human
Metabolome Database - HMDB (WISHART et al., 2007), Chenomx NMR Suite,
versao 8.1, disponivel gratuitamente em sua versao para avaliacdo (CHENOMX,
2015), e dados da literatura (BLAISE et al., 2007; MANINNA, SOBOLEYV e VIEL,
2012; MOZZI et al., 2013; MAZZEI e PICOLO, 2012; SHINTU e CALDARELLI,
2005; GIANFERRI et al., 2007), de como a confirmar os deslocamentos quimicos

caracteristicos, multiplicidades e constantes de acoplamento.

Tabela 4. Deslocamentos quimicos de 'H (d 'H), valores de acoplamento (J) e multiplicidade (m)

de alguns compostos presentes no queijo tipo mozarela processado®.

Composto 5'H(m" JHz) Grupo (posicao)
Formiato 8,46 (s) CH
5,25 (d, 3,8) CHg-anomerico (1)
Lactose 4,68 (d, 7,9) CHg-anomerico (1)
4,46 (d, 7,6) CHg-anomerico (7)
B-galactose 4,60 (d, 7,8) CH (1)
Lactato 4,13 (q, 6,9) CH (2)
2,71 (das, 16,4) CH,(2,4)
Citrato
2,52 (dpg, 16,4) CH, (4,2)
Sucinato 2,41 (s) CH,(2,3)
Acetato 1,92 (s) CH;
Sorbato 1,82 (d, 6,6) CH;
Etanol 1,18 (t, 6,7) CH;
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Continuacao da tabela 4

A i 0,91; 1,29; 1,59; 2,25 CHjs; CH,; OCO-CH,—CHy;
Acidos Graxos Ji, 1,29, 1,99, £,

(néo definidas) OCO-CH,
Acidos Graxos 1,30; 2,02; 5,32 (n&o CHy;CH,-CH=CH-CHy;
Insaturados definidas) CH=CH
o 4,09; 4,29; 5,22 (ndo CHs-a-glycerol; CH,-a’-
Triglicerideos . . ,
definida) glicerol; CH-glicerol

ddeslocamentos quimicos sdo relatados usando como referéncia o singleto do TMSP-d, em
0,00 ppm.
bmultiplicidades: s, singleto; d, dubleto; dag, dubletos com acoplamento de segunda ordem de

um sistema AB; t, tripleto; g, quadrupleto; m, multipleto.

No caso dos acidos graxos e triglicerideos, que ndo apresentaram
multiplicidade definida, seus grupos caracteristicos foram confirmados pelo mapa
de correlacdo HSQC (figura 17). Dos &cidos graxos insaturados encontrou-se as
correlagdes referentes aos grupos CH=CH em 5,32 ppm e 130 ppm, CH,-CH=CH-
CH; em 2,02 ppm e 27 ppm e seus grupos CH, com correlagbes em 1,30 ppm e
21 ppm. Ja para os acidos graxos saturados, as correlacdes dos grupos OCO-
CH; aparecem em 2,25 ppm e 34 ppm, dos grupos OCO-CH,-CH, em 1,59 ppm e
25 ppm, e para seus grupos CH, em 1,29 ppm e 30 ppm e, por fim, as correlacdes
dos grupos metilicos apresentaram-se em 0,91 ppm e 13,2 ppm. Para os
triglicerideos, as correlaces foram em 5,22 ppm e 69,5 ppm para os grupos CH
do glicerol, 4,09 ppm e 62 ppm para o CH,-a-glycerol, e 4,29 ppm e 62 ppm para
0s grupos CH,-a’-glycerol, condizente com os resultados obtidos por Shintu,
Ziarelli e Caldarelli (2004) no estudo do queijo parmigiano reggiano fazendo uso
da sonda HR-MAS.

Como para esse tipo de queijo foram realizados experimentos fazendo uso
somente da sonda HR-MAS, devido aos intensos sinais dos triglicerideos e acidos
graxos, nao foi possivel verificar no mapa de correlacdo HSQC as correlagbes

dos demais compostos presentes na tabela 4.
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Figura 17. Correlacdes H-13C (HSQC) para as atribuicdes dos acidos graxos presente no queijo

tipo mozarela processado.

Para atribuir os sinais do citrato, caracteristicos de acoplamento de
segunda ordem de um sistema AB, realizou-se os calculos dos deslocamentos
guimicos conforme proposto por Reich (2015).

Em sistemas de primeira ordem os valores de J sdo diretamente
mensuraveis, de modo que esses sistemas sO sdo formados se as diferencas de
deslocamentos quimicos dos protons forem grandes em comparacdo com as
constantes de acoplamento entre eles, caso contrario, os efeitos de segunda
ordem aparecem. Dessa forma, quanto menor a diferenca de deslocamento
quimico em relagédo a J, o efeito de segunda ordem torna-se mais pronunciado
(REICH, 2015).

Em outras palavras, sempre que a constante de acoplamento entre dois
nacleos for semelhante em magnitude ao deslocamento quimico entre eles, o
sistema de multiplicidade dos spins torna-se complexo. Entretanto, quanto maior a
frequéncia do espectrometro maior o espalhamento dos sinais, facilitando a
compreensao desse sistema (REICH, 2015).
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Cada sistema de spins de segunda ordem possui uma denominacao que
indica a forma com que os spins se acoplam e como se deve proceder na
determinacao de J e 6. Um sistema AB, por exemplo, significa que o J pode ser
medido diretamente, mas o ® deve ser calculado, enquanto que em outros
sistemas de spins pode ser necessario realizar calculos computacionais para a
definicdo dessas grandezas (REICH, 2015).

Sobre os espectros adquiridos, como nao foi identificada a presenca de
novos sinais ou auséncia de algum sinal ao longo do tempo a partir de uma
inspecdo visual dos espectros, levou-se em conta que as variacbes na
concentracdo poderiam ser responsaveis por uma possivel diferenciacao entre as
amostras submetidas a diferentes condi¢des de refrigeracéo, optando-se pelo uso

da quimiometria nesse estudo inicial.

CH,

\ CH
OCO-CH, ﬂ

A TMSP-d,
; CH,-CH=CH-CH,
Formiato e (alilicos) 0CO-CH_CH,
(viniﬁcos) // B carboxilicos
Triglicerideos g
“““ R R RN AR R AR \ :
10 9 8 7 6 ppn

[ 3 | ULL

10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

Figura 18. Principais constituintes do queijo tipo mozarela processado. Com excec¢éo do destaque
A (regido de 10,5 a 5,5 ppm), os demais sinais s@o caracteristicos de &cidos graxo saturados,

insaturados e triacilglicerideos.
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Figura 19. Destaques do espectro de RMN de H do queijo analisado. A regido B

compreende de

5,3 a 4,3 ppm, a regido C de 4,2 a 3,1 ppm, a regido D de 3,2 a 2,1 ppm e por fim, a regido E de
2,0 a 0,6 ppm. Os numeros entre parénteses correspondem aos hidrogénios das correspondentes

posicdes das moléculas.



4.4 Analise quimiométrica dos dados de RMN do queijo tipo mozarela

processado

Na andlise de componentes principais, observou-se uma importante
separacdo em PC1, tanto para os dados deconvoluidos quanto para os dados nédo
deconvoluidos. Essa separacao é evidenciada na figura 20, que mostra o grafico
de scores (do inglés, pontos) de toda a regido espectral dos espectros adquiridos
de todas as amostras. Para esses dados fez-se 0 uso da deconvolucdo de
referéncia, sendo 73% dos dados explicados pela PC1 e 11% pela PC2.

Scores
10000 * IF
o 4F
*46 o .« 73
RO00
. 0F «1F
F *2G
= “1G
ol
£ -5000 «3F -gGSF « 0G
* GF .36
-10000
-15000 *7F
30000 20000 10000 [H] 10000 20000 J0000
PC-1 (73%)

Figura 20. Grafico de scores, PC1 x PC2, dos dados referentes a todas as regides espectrais dos
dados deconvoluidos. Os scores correspondem as amostras que permaneceram sob refrigeracéo
adequada de zero a 7 semanas (0G a 7G) e as amostras que foram submetidas a refrigeracéo

inadequada de zero a 7 semanas (OF a 7F).

Os scores no eixo positivo de PC1l, referem-se as amostras que
permaneceram na refrigeracdo adequada de zero a 3 semanas (0G a 3G) e as
amostras que ficaram na refrigeracdo inadequada de zero a 2 semanas (OF a 2F).
No eixo negativo de PC1, foram agrupadas as amostras submetidas a
refrigeracdo inadequada de 3 a 7 semanas (3F a 7F) e de 4 a 7 semanas (4G a
7G) para as amostras que permaneceram na refrigeracdo adequada. A separacéo
observada ao longo de PC1, sugere que mudancas nas amostras analisadas a
partir de 3 e 4 semanas podem estar relacionadas as diferentes condi¢des de
refrigeracdo, e que mudancas entre as amostras analisadas até 2 a 3 semanas
nao foram significativamente pronunciadas, lembrando que a 72 semana

corresponde a ultima semana dentro do prazo de validade dessa amostra.
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A partir dessa analise inicial, observa-se que a atividade enzimatica
inerente desse alimento, ndo se correlaciona as condi¢des de refrigeracdo. Esse
fato pode estar relacionado a presenca de bactérias psicotroficas, que sao
capazes de se proliferar a baixas temperaturas. Os principais grupos dessas
bactérias sdo os Pseudomonas, Flavobacterium e Alcaligenes (gram-negativas),
Clostridium, Microbacterium, Streptococcuc, Corynebacterium, Arthrobacter e
Bacillus (gram-positivas), bactérias patogénicas como Listeria monocytogenes,
Yersinia enterocolitica e algumas estirpes de Bacillus cereus isoladas do leite
(ARCURI et al., 2008).

A maioria dessas bactérias ndo resiste a pasteurizacdo ou processos
térmicos mais drasticos, no entanto, psicotréficos do género Bacillus séo
resistentes a tais processos (MAZIERO, VIANA e BERSOT, 2010), de modo que,
o principal fator a se levar em conta para garantir o minimo de contaminacéo por
psicotroficos baseia-se em boas praticas de higiene durante a fabricacdo do
produto. No entanto, mesmo ocorrendo a inativagdo dos psicotréficos por
pasteurizacdo, as enzimas hidroliticas sdo termorresistentes a esse processo,
permanecendo ativas (ARCURI et al., 2008).

Nessa perspectiva, levando-se em conta que tém sido relatados elevados
niveis dessas bactérias no leite bovino em diferentes regifes do Brasil (PINTO,
MARTINS e VANETTI, 2006), a separacdo observada na figura 20 pode estar
relacionada a presenca destes microorganismos no queijo. Essas bactérias
produzem proteases, lipases e fosfolipases que hidrolisam a proteina e gordura
do leite e seus derivados (ARCURI et al., 2008). Deste modo, o fato de também
se desenvolverem em temperaturas entre 0 e 7 °C (FRANK et al., 1992 apud
ARCURI et al., 2008), sugere que mesmo 0S (ueijos que permaneceram na
refrigeracdo adequada podem ter sofrido degradac&o devido a acao de bactérias

psicotroficas ou a presenca de suas enzimas.

Na analise dos graficos de loadings (do inglés, carregamento/peso) de todo
0 espectro, nota-se que 0s sinais caracteristicos de CHz e CH; de &cidos graxos,
e a carboxilicos de acidos graxos, possuem relagdo com o0s scores presentes em

valores negativos de PC1. J& os sinais caracteristicos da lactose, entre 3,58 a
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3,54 ppm, e hidrogénios B carboxilicos de acido graxo, possuem relacdo com 0s

scores presentes em valores positivos de PC1 (Figura 21).

Loadings
0OCO-CH,-CH, de
4cido graxo
.11 f
"] AT el - — -'-— = -nll{ T
0011 \ Lactose \L \l/ ..
0OCO-CH, de CH; de 4cido
1 4cido graxo graxo
. N\
CH, de 4cido
graxo

Variaveis X (PC-1) (73%)
Figura 21. Grafico dos loadings de toda regido espectral. As setas vermelhas indicam os sinais
que possuem relagdo com as amostras em valores negativos de PC1, e as setas azuis indicam os

sinais que se relacionam com as amostras em valores positivos de PC1.

Levando em conta a analise do gréafico de loadings, com o intuito de melhor
visualizar o agrupamento observado, selecionaram-se somente esses sinais para
se realizar um novo calculo de componentes principais. Do grafico de scores
gerado, foi possivel identificar uma tendéncia de separacdo entre as amostras

submetidas a diferentes condic¢des de refrigeragéo (Figura 22).
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Figura 22. Grafico de scores, PC1 x PC2, referente aos sinais da lactose entre 3,58 a 3,54 ppm, o
e B carboxilicos de &cido graxo e CH, e CH; de &cidos graxos. A numeracdo de OF a 7F
correspondem as amostras que foram submetidas a refrigeragédo inadequada, e a numeracédo de

0G a 7G as amostras que permaneceram na refrigeracdo adequada.

Os scores presentes em valores positivos de PC1 da figura 22 encontram-
se mais agrupados em relacao ao grafico de scores da figura 20, indicando que
0os niveis de lactose e acidos graxos sao 0s principais responsaveis pela
separacao das amostras em diferentes condi¢cdes de refrigeracao a partir de 3 a 4
semanas. Exceto pelos scores 4F e 5G, os demais scores do eixo negativo de
PC1 se distinguem entre os das amostras que permaneceram na refrigeracao
adequada (4G, 6G e 7G — quadrante negativo de PC2) dos das amostras
submetidas a refrigeracédo inadequada (3F, 5F, 6F e 7F — quadrante positivo de
PC2).

Observou-se ainda uma menor variancia dos scores presentes no eixo
positivo de PC1, reforcando a hipotese de que, até aproximadamente 3 semanas,
as variacdes nos perfis quimicos foram menores para esse conjunto de amostras.
O grafico de PCA gerado a partir dessas regides apresentou uma variancia
explicada de 78% para PC1 e 9% para PC2, praticamente a mesma percentagem
de variancia explicada do grafico de scores gerado de todas as regides

espectrais.

Considerando a contribuicdo dos sinais de acidos graxos nesse

agrupamento, de acordo com Collins, McSweeney e Wilkinson (2003), ja é

consenso que a gordura do leite é essencial para o desenvolvimento do sabor e
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aroma de queijos durante o processo de envelhecimento. Os acidos graxos poli-
insaturados sdo bastante propensos a oxidacgdo, levando a formacdo de varios
aldeidos indesejados e afetando fortemente o sabor do queijo, o que pode levar a
defeitos no produto como, por exemplo, o gosto de rangco (FOX et al., 2004).
Apesar de a oxidacdao lipidica ocorrer em uma pequena extenséao, por outro lado,
a hidrolise enzimética de triacilglicerideos a acidos graxos e glicerol € essencial
para o desenvolvimento do sabor e aroma de diversas variedades de queijos
(McSWEENEY e SOUZA, 2000).

Nesse contexto, apesar de nao ter sido mensurada a proporcdo da
variacdo desses compostos nas amostras do queijo tipo mozarela processado,
percebe-se que os agrupamentos observados na analise quimiométrica possuem
forte relagdo com a variagdo de acidos graxos, indicando que estes podem ser
responsaveis pela alteracdo do sabor e aroma apds determinado periodo de

estocagem, independente das condi¢des de refrigeracao.

Como a lactose é o principal carboidrato presente nos queijos, e devido a
adicdo de bactérias do acido latico ser um procedimento essencial na producéo
de todas as variedades de queijo, é natural que ocorra a fermentacdo da lactose
(SMIT, SMIT e ENGELS, 2005). Assim, a influéncia dos sinais da lactose na
separacao dos scores em PC1, sugere estar relacionada com esse processo de
fermentacado, enquanto que a separacdo em PC2 pode estar relacionada ao nivel

de catabolismo da lactose influenciada pelas diferentes condigdes de refrigeragao.

O tipo de queijo analisado possui ainda certas peculiaridades em relacao
aos demais queijos mozarela convencionais. Observou-se, por exemplo, a
presenca do conservante sorbato, com dubleto caracteristico em 1,82 ppm. O
acido sorbico, bastante utilizado pelas industrias alimenticias, possui alta
eficiéncia antimicrobiana, atuando na inibicAo das enzimas responsaveis pelo
metabolismo dos carboidratos e do ciclo do citrato presente nos microorganismos
(GUERRA e GUERRA, 2003). A presenca do conservante sugere entdo uma

inibicdo da atividade enzimatica natural de queijos.

O fato de né&o ter sido observadas diferencas significativas nos perfis
quimicos dos espectros adquiridos, pode estar relacionado a presenca do sorbato

como conservante. Entretanto, a PCA mostrou ser uma ferramenta que possibilita

73



diferenciar as amostras em diferentes condi¢cdes de refrigeracdo, mesmo néao
sendo observadas mudancas significativas nos perfis quimicos obtidos por RMN.
Logo, as separagOes observadas nas PCs se devem a diferencas de intensidades

dos sinais.

Quanto a deconvolucdo de referéncia, optou-se por utiliza-la com o
propésito de aprimorar a forma dos sinais e diminuir o ruido, além do fato de este
pdés-processamento possibilitar a padronizagdo da largura a meia altura do sinal
de referéncia e, assim, promover uma maior variancia dos dados na andlise

multivariada.

A fim de averiguar a influéncia da deconvolucdo de referéncia na analise
guimiométrica, foram geradas PCs para os espectros deconvoluidos e nao
deconvoluidos, representados nos graficos de scores e variancia explicada a
seqguir. Para tal, selecionaram-se as principais regidées consideradas responsaveis
pela separacéo ao longo de PC1 dos dados deconvoluidos para posterior calculo
das PCs, pois nao foi observada nenhuma separacéo ou tendéncia de separacao

ao longo de PC2 para o conjunto de dados ndo deconvoluidos.
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Figura 23. Gréficos de scores dos espectros deconvoluidos (abaixo) e ndo deconvoluidos (acima).
A numeracdo de OF a 7F correspondem as amostras que foram submetidas a refrigeracéo
inadequada, e a numeragdo de 0G a 7G as amostras que permaneceram ha refrigeracdo

adequada.

Como ja discutido, para os dados deconvoluidos identificou-se diversas
regides responsaveis pela separacdo em PC1l. Para o conjunto de dados néo
deconvoluidos, embora 0os mesmos sinais sejam responsaveis pelo mesmo
padrdo de separacdo na andlise de todas as regifes espectrais, 0S scores se
apresentaram mais dispersos e nenhuma indicacdo de separacdo em PC2 foi
observada. Os gréaficos de variancia explicada a seguir também apontam esse
resultado, onde se obteve um maior ajuste ao modelo para os dados

deconvoluidos do que para os dados nao deconvoluidos.
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Figura 24. Graficos da varidncia explicada dos dados correspondentes aos espectros

deconvoluidos (abaixo) e ndo deconvoluidos (acima).

A partir da anélise dos gréaficos de scores da figura 23, propde-se que 0s
agrupamentos observados foram melhor explicados com os dados deconvoluidos,
apresentando uma PC1 que explica 77% dos dados e 9% para PC2, do que para
os dados ndo deconvoluidos, com 58% da variancia explicada pela PC1 e 16%
pela PC2. Verificou-se também que, os dados deconvoluidos explicam 95% do
conjunto de dados com 4 PCs, enquanto que os dados n&o deconvoluidos

necessitam de 5 PCs para explicar a mesma percentagem.

76



4.5 Atribuicédo dos sinais de RMN do queijo tipo mozarela convencional

Optou-se por realizar as analises desse queijo fazendo uso das sondas TBI
e HR-MAS, a fim de verificar se as poucas variacbes observadas nos perfis
quimicos do queijo tipo mozarela processado seriam em funcéo da caracteristica
da amostra, ou do fato dos espectros terem sido obtidos com a amostra na forma

in natura ao utilizar a sonda HR-MAS.

Verificou-se que os perfis quimicos adquiridos do queijo tipo mozarela
convencional, apresentaram diferencas visiveis ja nas primeiras semanas. Isso
sugere que as poucas variacbes observadas nos perfis quimicos do queijo tipo
mozarela processado, seria em funcado da caracteristica da amostra, reforcando a
hipétese de que a presenca do conservante sorbato, ndo identificado no queijo

tipo mozarela convencional, pode ter contribuido para este resultado.

A partir da anélise da tabela 5, observa-se que, devido a auséncia dos
sinais dos &cidos graxos nos espectros obtidos do extrato bruto (Figura 26), foi
possivel identificar um maior nidmero de sinais. ldentificaram-se os sinais da
glicose, glutamato, leucina e fenilalanina no espectro da primeira semana de
analise, e ap0s onze semanas, apareceram o0s sinais do etanol, butirato, tirosina e
valina, os quais ndo foram identificados nos espectros obtidos via HR-MAS.
Desses espectros sé nao foram identificados os sinais dos acidos graxos presente
nos espectros obtidos das amostras na forma in natura. Os sinais dos acidos
graxos para esse tipo de queijo apresentaram mesma forma e deslocamentos

quimicos encontrados para o queijo tipo mozarela processado (Figura 18).

A tabela a seguir mostra os sinais que foram identificados nos espectros
adquiridos pelas duas sondas, evidenciando a partir de qual semana comecam a
ser observados fora do nivel do ruido. A atribuicdo dos mesmos foi realizada com
o auxilio do software Chenomx NMR Suite versédo 8.1, disponivel gratuitamente
em sua versdo para avaliagdo, do banco de dados The Human Metabolome
Database - HMDB (WISHART et al., 2007), e dados da literatura (BLAISE et al.,
2007; MANINNA, SOBOLEV e VIEL, 2012; MOZZI et al.,, 2013; MAZZEI e
PICOLO, 2012; SHINTU e CALDARELLI, 2005; GIANFERRI et al., 2007).
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Tabela 5. Deslocamento quimico de 'H (& 'H) com seus valores de acoplamento (J) e

multiplicidade (m), deslocamento quimico de 13C, e o intervalo das semanas em que um dos sinais

comecaram a ser observados nas andlises via TBI e via HR-MAS 2,

] Grupo Semanas  Semanas
Composto 6 'H (m", J Hz) o 13C _
(posigéo) TBI° HR-MAS®
Formiato 8,45 (s) Nao CH 1-11 1-11
detectado
Fenilalanina 7,41 (m) 132,08 CH (6,84ne) 1-11 5-11
7,32 (m) 132,23 CH (5,9ane) (GL)
3,98 (M) 58,97 CH (2) 3-11
(FG)
3,27(m) 39,37 CH (3)
Tirosina 7,18 (m) 133,70 CH (5,9ane) 1-11 3-11
6,88 (M) 118,81 CH (6,8ane)) (FG)
3,93 (m) 59,26 CH (2)
N — acetil 7,13 (m) 133,66  CH (5,9ane) 1-11 3-11
tirosina 6,83 (M) 118,49  CH (6.8ama)
4,44 (m) 59,39 CH (2)
Galactose 5,26 (d, 3,7) 95,07 CHaanomsrico 1 —5(GL) 1-5(GL)
4,58 (d, 7,9) 99,25 (1) 1-2(FG) 1-2(FG)
CHg-anomerico
1)
Lactato 4,12 (q, 6,9) 71,56 CH (2) 1-11 1-11
1,34 (d, 6,8) 22,80 CH; (3)
Glicerol 3,76 (m) 75,16 CH (2) 2-11(GL) -
3,64 (m) 65,50 CH»(1,3)  2-11(FG)
3,56 (M) 65,50 CH,(3,1)
Lisina 3,01 (t, 7,6) 42,13 CH, (6) 7-11(GL) 6—11
s—11(c) (FO)

78



Continuacao da tabela 5

Citrato

Succinato

Glutamato

Acetona

Butirato

Acetato

Leucina

Etanol

Valina

Acidos Graxos

Acidos Graxos

Insaturados

2,71 (dag, 16,4)

2,52 (dag, 16,4)

2,46 (s)

3,76 (dd, 4,6 e 7,2)*

2,37 (m)
2,22 (s)*

2,19 (t, 7,3)

1,56 (sex, 7,3)*

0,89 (t, 7,3)*

1,93 (s)

0,96 (d, 6,4)*

0,95 (d, 6,6)*

1,18 (t, 7,1)

3,59 (m)

1,04 (d, 7,0)*

0,99 (d, 7,0)*

0,91; 1,29; 1,56;
2,26 (nao definida).

1,32; 2,03; 5,35

(multiplicidade nédo

definida).

47,57
47,57
35,77
54,06
27,03
33,25
41,75
Néo
detectado
Néo
detectado
25,66
N&o
detectado
Nao
detectado
Nao
detectado
63,21
23,06
17,34

13,2; 30;
25; 34

21; 27;
130

CH,(2,4)
CH, (4,2)
CH, (2,3)
CH (2)
CH, (4)

CHs (1,3)
CH, (2)

CH, (3)

CHs (4)

CHs

CHs (6)

CHjs (5)

CH;

CH (2)

CHs (5)

CHs (4)

CHs;; CH,OCO-
CH,—CH,; OCO-

CH;

CHZ;CHz-
CH:CH-CHz,

CH=CH

1-11 (GL)

1-8 (FG)

7-11 (GL)

6 — 11 (FG)

5-11 (GL)
2-11 (FG)

1-11

1-11 (GL)

1-8 (FG)

8- 11 (GL)
4-11 (FG)
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Continuacao da tabela 5

Triglicerideos 4,09; 4,29; 5,22 62; 62; CH,-a-glycerol; - 1-11
(multiplicidade néo 69,5 CH,-a’-glicerol;
definida). CH-glicerol.

ddeslocamentos quimicos séo relatados usando como referéncia o singleto do TMSP-d, em 0,00
pm.

E)multiplicidades: s, singleto; d, dubleto; dsg, dubletos com acoplamento de segunda ordem de um

sistema AB; dd, duplo dubleto; t, tripleto; g, quadrupleto; sex, sexteto; m, multipleto.

® Intervalos das semanas em que um dos sinais dos respectivos compostos foram identificados.

Amostras que permaneceram na refrigeracdo adequada (GL) e na refrigeracéo inadequada (FG).

*confirmados pelo J-Res.

**presenca possivelmente devido aos processos de lavagem dos tubos/rotores.

Embora tenha sido possivel identificar mais sinais nos espectros obtidos do
extrato bruto do que da amostra na forma in natura, foram observadas visiveis
variacdes na intensidade dos sinais do succinato, galactose, fenilalanina, tirosina,
N-acetil-tirosina, lisina, acetato e citrato, nos espectros obtidos via HR-MAS
(Figura 25). As diferencas nos niveis de &acidos graxos nao foram tao
pronunciadas, sendo identificados os mesmos tanto nos espectros da primeira

semana de analise quanto da ultima.

Nesse sentido, pode-se considerar que, utilizando o padrdo interno
adequado, é possivel fazer o uso dessa sonda para avaliar os teores de
metabodlitos desse alimento quando submetido a diferentes condigcbes de
refrigeracdo. Os metabdlitos em destaque na figura 25, sdo 0s mesmos em que
foi possivel realizar a quantificacdo relativa a partir dos espectros do extrato bruto
(Figura 26).
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Figura 25. Espectros da variacdo do perfil quimico das amostras submetidas a refrigeracéo
inadequada fazendo uso da sonda HR-MAS. Todos 0s espectros se encontram na mesma escala.
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4.6 Quantificacao relativa de substancias presentes no queijo tipo mozarela

convencional

O principal carboidrato presente na maioria dos queijos € a lactose, um
dissacarideo encontrado naturalmente no leite que produz D-glicose e D-
galactose quando hidrolisado. O carbono anomérico do residuo de D-glicose
encontra-se disponivel para oxidacdo, sendo a lactose um dissacarideo redutor
(NELSON e COX, 2011). Essa caracteristica possibilita uma alta taxa de glicélise
promovida pelas bactérias do acido latico durante a elaboracao de queijos, sendo

um processo natural na producdo desse alimento.

Entretanto, no queijo tipo mozarela convencional, identificou-se a
galactose. A presenca deste foi identificada mesmo nos espectros adquiridos na
primeira semana de analise, em que as amostras haviam sido recém fabricadas e
mantidas na refrigeracdo adequada. Assim, a presenca da galactose sugere que,
na fabricacédo do referente queijo, a hidrélise ja havia ocorrido. De fato, a hidrélise
da lactose é uma das etapas iniciais esperada no processo de fabricacdo de
queijos (SMIT, SMIT e ENGELS, 2005) e, segundo Marth e Steele (2001), o fato
da galactose ter sido identificada no queijo tipo mozarela convencional, indica que
a principal bactéria do &cido latico utilizada como cultivo iniciador foi a
Streptococus thermophilus.

A Streptococus thermophilus utilizada como cultivo iniciador, primeiramente
hidroliza a lactose através da enzima B-galactosidase e, em seguida, a glicose
liberada é rapidamente fermentada a acido latico. A maioria do cultivo iniciador
nao fermenta a unidade de galactose, em vez disso, o carboidrato é expelido e
acumula-se no meio extracelular da bactéria (MARTH e STEELE, 2001),

justificando a permanéncia da galactose nos espectros das primeiras semanas.

A presenca da galactose em queijos do tipo mozarela pode ser
considerada um defeito para alguns consumidores, pois sua reacdo com
aminoacidos livres via aquecimento, promove as chamadas reacdes de
acastanhamento ndo enziméaticas, de modo que esse escurecimento em produtos
como pizza, por exemplo, sdo indesejaveis pelos consumidores (MARTH e
STEELE, 2001). Por isso, os fabricantes de queijo mozarela que utilizam essa

bactéria como cultivo iniciador, procuram meios de contornar esse problema. Uma
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das formas é utilizar outras bactérias do acido latico junto a estas para posterior

degradacgéo da galactose.

Como observado na figura 27, os niveis de galactose do queijo tipo
mozarela convencional diminuiram nas primeiras semanas, independente das
condicbes de refrigeracdo. Embora estudos apontem que a Streptococus
thermophilus possui genes necessarios para o metabolismo da galactose,
verificou-se que o efluxo desse carboidrato € prevalecido sob seu catabolismo
(MARTH e STEELE, 2001). Isso sugere que outras bactérias foram responsaveis
pela degradacdo da galactose e que, por ter sido identificado esse carboidrato
nos espectros das primeiras semanas, a Streptococus thermophilus pode ter sido

a principal bactéria do &cido latico utilizada como cultivo iniciador.

Niveis de galactose o periodo de estocagem
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Figura 27. Percentuais dos niveis de galactose durante o periodo de estocagem, relativizados aos

niveis da semana zero. Cada medida contém o erro padrao das médias (n = 3).

Com base na figura 27, observou-se que a degradacdo da galactose foi
muito diferente entre 0s queijos submetidos a diferentes condi¢cdes de
refrigeracdo. Para as amostras que permaneceram na geladeira, a presenca da
galactose foi observada até a 52 semana, diminuindo 49,1% em relag&o aos niveis

da semana zero, enquanto que para as amostras que passaram as noites fora da
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geladeira, a presenca do carboidrato foi observada somente até a 22 semana,
diminuindo 49,7% em relacdo aos niveis da semana zero. Dessa forma, o
percentual de degradacdo da galactose para as amostras refrigeradas
adequadamente na 52 semana, foi praticamente o mesmo das amostras

submetidas a refrigeracdo inadequada na 22 semana.

As bactérias do acido latico sédo predominantes no processo de fabricacao
de queijos, os principais grupos de bactérias sdo Lactococcus lactis, Latobacilus
species, Streptococus thermophilus e Leuconostoc mesenteroides. Como
mencionado, essas bactérias atuam na fermentacdo da lactose, ou galactose, a
lactato na etapa da adicdo do cultivo iniciador e, uma vez que o lactato é o
principal produto desse processo metabdlico, é importante ressaltar que seu teor
influencia de diversas formas no processo de producao do queijo desejado (ver
item 1.3). Além do lactato, uma fracdo intermediaria da fermentacdo dos
carboidratos pode conduzir a formacdo de acetaldeido, acido acético, diacetil e
acetoina (SMIT, SMIT e ENGELS, 2005).

O metabolismo do citrato e lactato ocorre também pela acdo das bactérias
do acido latico, sendo igualmente de grande importancia para a formacdo do
sabor do produto. O lactato, por exemplo, pode ser oxidado a formiato, etanol e
acetato pela acdo das bactérias iniciadoras (FOX et al. 2004). Esses produtos
foram também identificados no queijo em estudo, aumentando com o passar do
tempo, principalmente para as amostras refrigeradas inadequadamente. Dessa
forma, considera-se que um dos mecanismos de degradacdo do lactato tenha
ocorrido via oxidacdo, pela acdo das bactérias do acido latico (McSWEENEY E
SOUSA, 2000).

Outro importante fator que reforca essa hipotese, é que o tamanho do
queijo e a permeabilidade de oxigénio pela embalagem ou casca influenciam
muito na disponibilidade de oxigénio para que essas reacfes ocorram
(MCcSWEENEY E SOUSA, 2000). Dessa forma, levando em conta que o queijo
fatiado possui maior superficie de contato e ndo possui casca, a presenca de
oxigénio na embalagem pode ter também contribuido na formacdo desses

produtos.
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Niveis de etanol durante o periodo de estocagem
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Figura 28. Percentuais dos niveis de etanol durante o periodo de estocagem, relativizados aos

niveis da 11* semana. Cada medida contém o erro padrao das médias (n = 3).

Analisando a figura 28, verificou-se que os niveis de etanol sdo também
importantes marcadores na diferenciacdo das condi¢des de refrigeracdo. Para os
queijos que passaram as noites fora da geladeira, identificou-se a presenca do
etanol desde a segunda, com 50,7% a menos em relacdo a 112 semana,
enguanto que para 0 queijo que permaneceu ha geladeira, somente a partir da
sexta semana foi possivel identificar a presenca de etanol, com 28,7% a menos

em relacao a 112 semana.
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Niveis de acetato durante o periodo de estocagem
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Figura 29. Percentuais dos niveis de acetato durante o periodo de estocagem, relativizados aos

niveis da semana zero. Cada medida contém o erro padrao das médias (n = 3).

Nesse contexto, verificou-se que o teor de acetato aumentou
significativamente nas amostras, independente das condi¢cdes de refrigeracao.
Relativizando os teores a partir da semana zero, em que as amostras ainda nao
haviam sido submetidas a diferentes condi¢des de refrigeracéo, observou-se que
houve um aumento de 220,6% da semana zero até a 112 semana para as
amostras que permaneceram na refrigeragcdo adequada. Para as amostras
refrigeradas inadequadamente, esse aumento foi de 692,2% da semana zero até
a 112 semana. Logo, verifica-se que foi mais pronunciado o aumento do teor de
acetato para as amostras submetidas a refrigeracdo inadequada do que para as

amostras que permaneceram na refrigeragdo adequada.
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Niveis de formiato durante o periodo de estocagem
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Figura 30. Percentuais dos niveis de formiato durante o periodo de estocagem, relativizados aos

niveis da semana zero. Cada medida contém o erro padrao das médias (n = 3).

Quanto ao acido férmico, observou-se que, até a segunda semana, 0S
niveis de formiato diminuiram independente das condi¢cdes de refrigeracao das
amostras. A partir da 22 semana, observa-se um significativo aumento para as
amostras submetidas a refrigeracdo inadequada, de 41% até a 112 semana. Ja
para as amostras que permaneceram na refrigeracado adequada, esse aumento foi
observado a partir da 42 semana, de 45,7% até a 112 semana. Fazendo entdo
uma analise a partir da 4% semana, nota-se um maior percentual dos niveis de
formiato para as amostras refrigeradas inadequadamente, em relagdo as

amostras que permaneceram na refrigeracdo adequada.

Quanto ao decréscimo dos niveis de formiato até a segunda semana,
verificou-se no estudo de Llano, Rodrigues e Cuesta (1996) um efeito similar.
Nesse estudo, em que foi avaliado o efeito de culturas do &cido latico na
composicdo de &cidos organicos de leite e queijos durante a maturacdo, durante
3, 8, 15 e 30 dias para o queijo Afuega’l pitu, observou-se que os niveis de acido
férmico nao foram significativamente alterados. Entretanto, notou-se um ligeiro
decréscimo em seus niveis apés oito dias de envelhecimento e, posteriormente,
um ligeiro aumento ao longo dos dias.
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Ainda sobre esse estudo, ressalta-se que esse padrdo foi observado
utilizando diferentes cultivos iniciadores, levando a hip6tese de que esse efeito
ocorre pelo fato dos microorganismos tenderem a metabolizar a lactose por vias
hetero fermentativas sob condicbes de crescimento subotimas (THOMAS, 1979
apud LLANO, RODRIGUES e CUESTA,1996).

Outro importante composto identificado foi o &cido butirico, pois a presenca
deste em queijos pode estar relacionada a defeitos como forte odor de ranco e
sabor desagradavel, tornando-o impréprio para consumo (PERRY, 2004). Altos
niveis de butirato podem resultar na fermentacao butirica, produzindo gases que
causam estufamento no produto, além de outras substancias como o0 acido

propidnico, acético, acetona, butanol e etanol (PERRY, 2004).

Um dos tipos de bactérias responsaveis pela producdo de butirato em
queijos sdo as do género Clostridium, mais especificamente Clostridium
esporogenes, Clostridium tyrobutiricum ou Clostridium butyricum (principais da
espécie Clostridium encontradas no leite), proveniente da contaminacdo do leite
em procedimentos como a ordenha ou em outros processos durante a fabricacéo
(PERRY, 2004).

Nesse sentido, os teores de acido acético e etanol identificados no referido
gueijo, também podem ser provenientes da acdo de Clostridium sp., visto que,
além do lactato, aclcares como a sacarose, galactose e glicose também sé&o
utilizadas como substrato por essas bactérias. Estudos mostram que o principal
microorganismo encontrado em amostras de queijos estufados produzidos no
Brasil € a Clostridium butyricum (Mesquita et al., 2001 apud Perry, 2004),

reforcando essa hipotese.

89



Niveis de butirato durante o periodo de estocagem
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Figura 31. Percentuais dos niveis de butirato durante o periodo de estocagem, relativizados aos

niveis da 112 semana. Cada medida contém o erro padrao das médias (n = 3).

A figura 31 mostra que os percentuais de butirato para as amostras
refrigeradas inadequadamente aumentaram a partir da 62 semana, pois nas
semanas anteriores seus sinais nao foram detectados, apresentando 34,8% a
menos da 62 semana em relacdo a 112 semana. Entretanto, na 102 semana,
observou-se um teor de 18% a mais em relacdo a 112 semana. Esse decréscimo
na ultima semana ocorre, possivelmente, devido a ocorréncia de fermentacdo
butirica, indicando que para esse conjunto de amostras, o grau de fermentacéao foi

mais pronunciado.

Para as amostras que permaneceram na geladeira observou-se um
aumento menos pronunciado dos niveis de butirato a partir da 72 semana, com
24,9% a menos em relacdo a 112 semana. A partir da sétima semana, observou-
se que os niveis de butirato ficaram relativamente constantes, apresentando
pequenas variacdes. Essas variacdes também foram observadas no estudo de
Llano, Rodrigues e Cuesta (1996) para o queijo Afuega’l pitu, onde atribuiram
esse fenbmeno aos complexos processos bioquimicos da microflora presente no

gueijo durante sua maturacao, sendo consideradas alteracdes nédo significativas.
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Outro importante componente identificado no queijo em estudo foi o citrato,
o qual é advindo naturalmente do leite e é transferido para a coalhada do queijo
em um teor aproximado de 10 mmol.kg*(McCSWEENEY E SOUSA, 2000).
Entretanto, o citrato também €é adicionado ao queijo, pois sua acdo promove uma
série de reacdes fisico-quimicas inter-relacionadas e simultaneas durante sua
fabricacdo. A presenca do citrato promove a ligacdo/troca iénica dos ions célcio,
ajuste do pH, dispersdo da caseina insoluvel e emulsificacdo da gordura,
hidratacdo de proteinas e agregacdo das mesmas, além de atuar como agente
antimicrobiano para alguns fungos e bactérias (LUCEY, MAURER-ROTHMANN e
KALIAPPAN, 2011).

Considerando-se a importancia do citrato na producdo de queijos como 0s
do tipo fundidos, normalmente acrescenta-se cerca de 3 g de citrato para cada
100g de queijo. O uso do citrato nesses casos € fundamental, pois o &cido citrico
tem como funcdo manter a estabilidade do produto durante seu armazenamento,
podendo-se considerar que a diminuicdo dos niveis de citrato compromete a

qualidade do produto quando se deseja manter tais propriedades.

A figura 32 mostra a variagdo dos niveis de citrato durante o
envelhecimento do queijo tipo mozarela convencional. Até a segunda semana,
pdde-se observar que houve um aumento de 19,2% para as amostras
refrigeradas adequadamente, enquanto que para as amostras submetidas a
refrigeracdo inadequada, esse aumento foi de 25,7%. Da 22 para a 42 semana,
houve uma pequena diminuicdo de 4,0% e 10,4% para as amostras submetidas a
refrigeracdo inadequada e adequadas, respectivamente. Posteriormente, da 42
para a 62 semana, aumentaram-se novamente 0s niveis de citrato em 16,6% para
as amostras que permaneceram na refrigeracdo adequada, e 1,99% para as

amostras refrigeradas inadequadamente.
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Niveis de citrato durante o periodo de estocagem

B Refr. Adequada
€ Refr. Inadequada

145

140
135 +
130
125 — @ \ ]
120 - *
e 1] | i
S 115 W
S 110 * ¢ s
o p
S 105 - |
GC) 4 4
g 1004 W
o 954 1
90 - F?
85
80 .
75
T U T 4 T Y T v T v T Y 1
0 2 4 6 8 10 12

Semanas de estocagem

Figura 32. Percentuais dos niveis de citrato durante o periodo de estocagem, relativizados aos

niveis da semana zero. Cada medida contém o erro padrao das médias (n = 3).

Para as amostras que foram mantidas na refrigeracdo adequada, verificou-
se gque, da 22 para a 62 semana, essas oscilacbes de aumento seguido de
decréscimo dos niveis de citrato, foram mais pronunciados. Da 62 a 112 semana,
houve um decréscimo dos niveis de citrato de 24,7%. Entretanto, embora tenha
se observado uma linearidade na diminuicdo do teor de citrato a partir da 62
semana, ao comparar a 112 semana com a semana zero, observou-se um ligeiro
aumento de 17,8%. Ja para as amostras que foram submetidas a refrigeracao
inadequada, verificou-se um decréscimo de 44,8% da 62 a 112 semana, e de
21,1% da semana zero a 112 semana. Verifica-se entdo que a degradacdo do
citrato foi mais pronunciada para as amostras inadequadamente refrigeradas em
relacdo as amostras que permaneceram na refrigeracdo adequada, o que,
considerando a importancia do citrato na conservacdo desse alimento, pode

resultar em uma menor estabilidade do produto inadequadamente refrigerado.

Segundo Akalin, Gon¢ e Akbast (2002), que estudaram a variacdo dos
contetdos de &cidos organicos durante a maturacdo do queijo branco em
conserva, o citrato esta envolvido no ciclo de Krebs atuando tanto como substrato
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guanto como produto. Os autores encontraram inconstancias nos teores de citrato
do queijo analisado, apresentando uma tendéncia de diminuir seus niveis no final
da maturacdo. Conforme o estudo de Lombardi et al. (1994) apud Akalin, Gong e
Akbast (2002), encontrou-se um efeito similar para o queijo reggiano. Por ter sido
observada essa mesma tendéncia para o queijo tipo mozarela convencional em
estudo, considera-se que o fendmeno observado pode estar relacionado ao uso
do citrato no metabolismo da cultura latica presente no queijo.

Um estudo realizado por Dudley e Steele (2005), mostra que o succinato é
um dos principais produtos do metabolismo do citrato. Esse processo € promovido
pela bactéria lactica secundaria Lactobacillus plantarum, pois as demais bactérias
do género lactobacilli testadas pelos autores, ndo apresentaram O mesmo
resultado. Embora no queijo mozarela ndo sejam acrescentadas bactérias
secundarias, estas podem estar presentes no queijo em pequenas quantidades,
proveniente naturalmente do leite, de processos de pasteurizacdo inadequada, ou

devido a contaminacdes ap0s a pasteurizacdo (DUDLEY e STEELE, 2005).

A figura 33 apresenta um significativo aumento dos niveis de succinato.
Para as amostras que ndo foram devidamente refrigeradas, esse aumento foi de
51,7% para 734,6% da 22 a 112 semana. J4 para as amostras refrigeradas
adequadamente, esse aumento foi de 50,8% para 68,1%, também da 22 a 112
semana. Devido a essa grande diferenca observada nos niveis de &cido
succinico, considera-se que este constituinte é outro importante marcador para
diferenciar as condicbes de refrigeracdo. A grande producdo desse acido é
comum no metabolismo de queijos de uma forma geral, pois pode ser produzido
nao somente a partir do citrato, mas também do lactato (DUDLEY e STEELE,

2005), que sao uns dos principais componentes desse tipo de queijo.

93



Niveis de succinato durante o periodo de estocagem
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Figura 33. Percentuais dos niveis de succinato durante o periodo de estocagem, relativizados aos

niveis da semana zero. Cada medida contém o erro padrao das médias (n = 3).

Para as amostras refrigeradas inadequadamente, verificou-se na figura 32
gue os teores de citrato diminuiram a partir da 62 semana, e na figura 33, que os
teores de acido succinico aumentaram também a partir da sexta semana. Essa
relacdo condiz com o observado por Dudley e Steele (2005) para o queijo
cheddar, em que foi atribuida a bactéria Lactobacillus plantarum a degradacéo do
citrato a succinato. Nesse sentido, sugere-se que esta bactéria pode estar
relacionada com parte da producdo de succinato observada, mesmo que em
pequenas quantidades, de modo que sua proliferagcdo seria favorecida na

refrigeracao inadequada.

As bactérias do acido latico também sdo responsaveis pela protedlise
primaria do queijo. Embora bactérias lacteas sejam consideradas fracamente
proteoliticas, elas possuem um sistema de proteinases e peptidases associadas a
parede celular que sé&o liberadas no meio apdés a quebra das células
(MCcSWEENEY E SOUSA, 2000). A acao destas resulta na producao de peptideos
de baixo peso molecular e aminoacidos livres, pois atua nos peptideos de alto e
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baixo peso molecular advindos da hidrolise da aSl-caseina pela acdo da

quimosina (FOX et al., 2004).

A quimosina é a principal proteinase em coalhos animais tradicionais,
responsavel por 94% da coagulacdo, enquanto que a pepsina atua no restante do
processo. Entretanto, a maior parte das enzimas coagulantes € removida no soro,
ficando retido cerca de 6% na coalhada (McCSWEENEY E SOUSA, 2000). A
protedlise pode ainda ocorrer pela acdo de alguns agentes como o coagulante
residual, enzimas naturais do leite como a plasmina, fermento latico e suas
enzimas, fermentos secundarios para o caso de queijos que sofrem longo periodo

de maturacéao, e bactérias contaminantes (FOX et al., 2004).

Devido ao periodo de maturacdo do queijo mozarela ser curto, além do
processo de filagem durante sua producao provocar a desnaturagdo da quimosina
(McCSWEENEY, 2004), espera-se que a extensdo da protedlise ndo seja tdo
pronunciada. No entanto, apesar de inicialmente encontrar-se em baixos niveis,
as bactérias lacteas nao iniciadoras podem crescer rapidamente dentro de quatro
semanas, permanecendo relativamente constantes e, dependendo do nivel de
morte dessas bactérias, podem se tornar predominantes na microflora do alimento
e atuar na acgao proteolitica (McSWEENEY E SOUSA, 2000).

Existem diversas substancias responsaveis pelo sabor indesejado nos
gueijos advindos da protedlise, como as aminas, amidas, amidas substituidas,
cetonas de cadeias longas, alguns monoglicerideos, e peptideos de cadeia curta
(McSWEENEY E SOUSA, 2000). Entretanto, somente alguns aminoacidos como
a fenilalanina, tirosina, leucina, valina, lisina e glutamato, que caracterizam o
gosto amargo em queijos (McSWEENEY E SOUSA, 2000), foram identificados no

queijo tipo mozarela convencional.

Nessa perspectiva, os teores de aminoacidos, que sao importantes
indicadores do nivel de maturacdo de queijos, também foram considerados
importantes na diferenciacdo das diferentes condi¢cdes de refrigeracdo. A seguir
sdo mostrados os gréaficos do percentual dos niveis desses aminoacidos para as
amostras do queijo tipo mozarela convencional, submetidas a diferentes

condicOes de refrigeracao.
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Niveis de fenilalanina durante o periodo de estocagem
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Figura 34. Percentuais dos niveis de fenilalanina durante o periodo de estocagem, relativizados

aos niveis da semana zero. Cada medida contém o erro padrdo das médias (n = 3).

Niveis de tirosina durante o periodo de estocagem
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Figura 35. Percentuais dos niveis de tirosina durante o periodo de estocagem, relativizados aos

niveis da semana zero. Cada medida contém o erro padrao das médias (n = 3).
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Niveis de lisina durante o periodo de estocagem
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Figura 36. Percentuais dos niveis de lisina durante o periodo de estocagem, relativizados aos

niveis da 11* semana. Cada medida contém o erro padrao das médias (n = 3).

Niveis de valina durante o periodo de estocagem
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Figura 37. Percentuais dos niveis de valina durante o periodo de estocagem, relativizados aos

niveis da semana zero. Cada medida contém o erro padrao das médias (n = 3).
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Niveis de glutamato durante o periodo de estocagem
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Figura 38. Percentuais dos niveis de glutamato durante o periodo de estocagem, relativizados aos

niveis da semana zero. Cada medida contém o erro padrao das médias (n = 3).

Os niveis de fenilalanina, tirosina, valina e glutamato seguiram a mesma
tendéncia durante as 11 semanas. Em todos 0s casos observou-se um aumento
de 175,7%, 115,7%, 90,5% e 112,4%, respectivamente, para as amostras
submetidas a refrigeracdo inadequada, da 2% a 112 semana, enquanto que para
as amostras mantidas na refrigeracdo adequada, esse aumento foi de 127,3%,
79,0%, 51,61% e 93,01%, respectivamente.

Na figura 36, em que os percentuais dos teores da lisina foram
relativizados pelos teores da 112 semana, observou-se que, para as amostras
submetidas a refrigeracdo inadequada, a presenca da lisina foi identificada a partir
da 42 semana. Ja as amostras que foram mantidas na refrigeracdo adequada, a
presenca da lisina foi identificada a partir da 82 semana e, em ambos o0s casos,
notou-se um crescente aumento dos niveis de lisina até a 112 semana. Dessa
forma, péde-se observar que o grau de protedlise foi significativamente maior para
as amostras submetidas a refrigeracdo inadequada, comprometendo o sabor e

consequentemente a qualidade do queijo em questao.

Embora a leucina seja outro importante indicador do nivel de protedlise do

queijo em estudo, nao foi possivel realizar sua quantificacdo devido a seus sinais
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se encontrarem em uma regido muito congestionada do espectro, o que dificultou

a integracao.

Quanto a diminuicao dos niveis de glutamato, valina, fenilalanina e tirosina,
observado da semana zero até a 22 semana, verificou-se que pode estar
relacionado a um fendbmeno comum em alguns alimentos que passam pelo
processo de fermentacdo, pois este fenbmeno se trata da caracteristica do

metabolismo de alguns microrganismos.

No estudo de Boucher et al. (2013), por exemplo, foi verificado que durante
as 48h de maturacdo do queijo tipo gorgonzola, os niveis de leucina e valina
diminuiram nas primeiras 8h e, a partir de entdo, comecaram a aumentar
significativamente. Embora a microflora utilizada no queijo gorgonzola seja
diferente da comumente empregada no queijo mozarela, os resultados
observados nos graficos que mostram as variacbes dos teores de aminoacidos,
permite inferir que as complexas vias bioquimicas em alimentos fermentados

COmMo 0 queijo possuem uma tendéncia similar.

Nesse sentido, € de conhecimento que bactérias lacteas ndo podem
sintetizar algumas vitaminas e aminoacidos. As Lactococcus e S. Thermophilus,
por exemplo, ndo sintetizam isoleucina, leucina, valina ou histidina. As do género
Lactobacillus necessitam desses aminoacidos e varios outros, enquanto que as
Leuconostoc ssp. requerem valina e glutamato, dentre outras espécies que
necessitam de outros aminoacidos especificos (MONNET et al.,, 1996 apud
MARTH e STEELE, 2001). Assim, a presenca dos aminoacidos estimula o

crescimento da cultura latica.

Embora o leite possua muitos dos aminoacidos essenciais que promovem
0 crescimento das bactérias lacteas, estes ndo se encontram em quantidades
suficientes para manter as taxas de crescimento maximas (MONNET et al., 1996
apud MARTH e STEELE, 2001). Nessa perspectiva, presume-se que O
decréscimo dos niveis de aminoacidos observado para o glutamato, valina,
fenilalanina e tirosina, até a 22 semana, se deve ao consumo dos aminoacidos
essenciais naturalmente presente no queijo de modo a favorecer o crescimento

das culturas laticas presentes na matriz.
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Uma vez que as bactérias da espécie Streptococcus thermophilus podem
estar presentes no queijo tipo mozarela convencional, é importante frisar o efeito
da temperatura na atividade proteolitica das mesmas. O estudo de Giori et al.
(1985) trata justamente do estudo da influéncia da temperatura e pH na atividade
proteolitica das bactérias do acido latico, dentre elas, a Streptococcus

thermophilus.

Nesse estudo foi observado que o nivel de protedlise dessa bactéria
aumenta nas temperaturas em torno de 15 e 45 °C. O nivel de protedlise foi
expresso pelo teor de tirosina liberada no processo, resultando em uma maxima
liberacdo pela acédo das Streptococcus thermophilus, nas temperaturas em torno
de 15 e 20 °C. Partindo dessa premissa, considera-se que a temperatura meédia
em que os queijos submetidos a refrigeracédo inadequada foram sujeitados, ficou

em uma faixa propicia para a atividade dessa bactéria.

Quanto aos processos de lipdlise, sabe-se que a principal fonte de lipases
em gueijos é oriunda também das bactérias lacteas. Outra importante lipase,
natural do leite, € a lipoproteina lipase, que atua nas posi¢cdes sn-1 e sn-3 de
mono, di ou triacilglicerideos. Devido a 80% desta lipase estar associada as
micelas das caseinas, basicamente toda ela é incorporada na coalhada, porém,
em leites que sofrem um rigoroso processo de pasteurizacdo, praticamente todas
elas séo inativadas (McCSWEENEY E SOUSA, 2000).

7

A gordura do leite é um dos principais componentes responsaveis pelo
desenvolvimento do sabor de queijos, de modo que lipideos especificos
caracterizam sabores especificos. A oxidacdo ou hidrélise lipidica € comum em
alimentos que contenham gordura em sua composi¢cdo, entretanto, devido ao
baixo potencial de oxidac&o-reducdo desse alimento, a oxidacéo lipidica € menos
pronunciada, de modo que o sabor advindo dos lipideos € caracterizado pela
hidrolise enziméatica dos triacilglicerideos de acidos graxos e de glicerdis, mono ou

diglicerideos (McSWEENEY E SOUSA, 2000).

Os acidos graxos de cadeia curta, geralmente encontrados na posi¢ao sn-3
dos triacilglicerideos, possuem maior impacto no sabor. Isso ocorre devido a
especificidade de lipases nesse processo, podendo libera-las em grande escala.

100



Entretanto, uma lipdlise extensa é considerada indesejavel em muitas variedades

de queijos, pois pode levar ao sabor de rancgo.

A hidrdlise de 1 a 2 % (m/v) de triacilglicerideos a acidos graxos livres no
leite, esta relacionada ao sabor de ranco. Assim, para queijos que possuem como
caracteristica baixos niveis de acidos graxos livres associados a sua qualidade,
uma alta taxa de lipdlise pode caracteriza-lo com sabor de ranco (COLLINS,
MCSWEENEY e WILKINSON, 2003). No caso do queijo mozarela, espera-se que
a concentracdo de acidos graxos livres esteja em torno de 363 mg.kg™, visto que
baixos teores estdo associados ao sabor suave desse tipo de queijo
(McSWEENEY E SOUSA, 2000).

Dos cultivos iniciadores utilizados na elaboracédo do queijo mozarela, sabe-
se que a espécie Lactococcus e alguns lactobacilos que atuam em vias
heterofermentativas séo fracamente lipoliticos, no entanto, lipases e esterases de
Lactococcus podem liberar grandes quantidades de acidos graxos livres quando
submetidos a longos periodos de maturacdo (McSWEENEY E SOUSA, 2000).
Outros importantes microorganismos responsaveis pela lipélise do queijo sdo os
psicotréficos que, como ja mencionado, possuem lipases resistentes a
pasteurizacdo, além dessas bactérias sobreviverem e se proliferarem em

temperaturas em torno de 7°C (FRANK et al., 1992 apud ARCURI et al., 2008).

Woo e Lindsay (1984) investigaram as lipolises que ocorreram nos
carbonos 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16 e 18 dos acidos graxos do queijo mozarela. Os
autores verificaram que somente o butirato, liberado pela lipélise no carbono 4, foi
responsavel pela mudanca no sabor, passando de suave, insipido e leitoso, para
suave, leitoso e azedo, mesmo que o0 queijo tenha sido produzido com leite
desnatado. Os autores ndo identificaram o uso de esterases pregastricas ou
lipases em diferentes amostras de queijos mozarela, indicando que as lipdlises

ocorreram a partir do cultivo iniciador.

Os mesmos compostos que foram identificados no queijo mantido sob
refrigeracdo adequada, foram identificados nas amostras submetidas a
refrigeracdo inadequada. A presenca das bactérias do &cido latico e outros
microorganismos advindos de uma possivel contaminacdo, possivelmente

contribuiram para esse resultado. Dessa forma, os subprodutos da degradacao do
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queijo mozarela em funcao da refrigeracdo inadequada néo se caracterizam pelo
surgimento de novas substancias, mas sim pelos teores dos compostos

identificados.

Os principais marcadores em potencial para a distincdo das amostras
submetidas a diferentes condicGes de refrigeracdo foram o acido acético, acido

succinico, etanol, acido buritico, galactose e lisina.

No caso do acido acético, por exemplo, observou-se que o teor de acetato
comecou a aumentar significativamente para as amostras que foram submetidas
a refrigeracdo inadequada a partir da 42 semana, verificando um teor de 132,3%
para as amostras que permaneceram sob refrigeracdo adequada e de 230,2%
para as amostras submetidas a refrigeracdo inadequada, aumentando

significativamente nas semanas subsequentes.

Uma relacdo similar foi observada para os niveis de acido succinico,
entretanto, tal diferenca comecou a ser mais pronunciada a partir da 62 semana,
em que o teor de succinato para as amostras que permaneceram sob refrigeracéo
adequada foi de 62,1%, e para as amostras submetidas a refrigeracéo
inadequada foi de 218,3%.

No caso do etanol, acido butirico, galactose e lisina, a diferenciacdo dos
dois conjuntos de amostras, pode ser realizada verificando a partir de qual
semana os teores dessas substancias comecaram a surgir ou desaparecer em
cada condicdo de refrigeracdo. Os niveis de galactose, por exemplo,
marcadamente presentes na semana zero, foram observados até a 52 semana
para as amostras adequadamente refrigeradas, enquanto que para as amostras

que foram submetidas a refrigeracdo inadequada, a presenca da galactose foi

identificada somente até a 22 semana.

O mesmo raciocinio segue para o butirato, no qual niveis significativos
comecgaram a aparecer a partir da 62 semana para as amostras submetidas a
refrigeracdo inadequada, e a partir da 72 semana para as amostras que
permaneceram sob refrigeracdo adequada. Do mesmo modo, os niveis de
butirato aumentaram a partir da 22 semana para as amostras refrigeradas

adequadamente, e a partir da 62 semana para as amostras inadequadamente

102



refrigeradas. Ja os niveis de lisina, aumentaram a partir da 82 e 42 semana para

as amostras refrigeradas de forma adequada e inadequada, respectivamente.

Quanto a validade do queijo tipo mozarela convencional, equivalente a oito
semanas, fez-se um comparativo dos teores desses subprodutos nas amostras
adequadamente refrigeradas, com o0s teores encontrados para as amostras
submetidas a refrigeracdo inadequada. Para tal utilizou-se como referéncia os
teores encontrados na 82 semana da amostra mantida na refrigeracdo adequada
para, posteriormente, verificar a partir de qual semana as amostras submetidas a

refrigeracdo inadequada teriam teores comparaveis a esta.

Desse comparativo, observou-se que, para as amostras que
permaneceram na refrigeracdo adequada, os teores encontrados na 8% semana
foram: 70,3% para o succinato, 301,7% para o acetato, 165,1% para a
fenilalanina, 135,9% para a tirosina, 74,8% para a valina e 155,0% para o
glutamato. Nas amostras que foram submetidas a refrigeracdo inadequada, teores
comparaveis foram observados na 4% semana, sendo 78,8% para 0 succinato,
230,2% para o acetato, 130,8% para a tirosina e 75,1% para a valina. No caso da
fenilalanina e glutamato, foi encontrado teores comparaveis de 176,8% e 132,6%,
respectivamente, na 62 semana. Com base nessa analise, verificou-se que,
possivelmente, o queijo submetido a refrigeracdo inadequada, teve sua validade

reduzida a partir da quarta semana.

Tendo em vista as variagcdes observadas nos perfis quimicos do queijo tipo
mozarela convencional, e que, das analises fisico-quimicas realizadas, n&o foram
encontradas diferencas entre os dois conjuntos de amostras, ndo foi possivel
correlacionar os dados fisico-quimicos com os resultados obtidos por RMN de H.
Entretanto, verificou-se que a quantificagdo relativa utilizando a técnica de RMN
de 'H, mostrou ser uma ferramenta em potencial para avaliar as variagcbes nos
perfis quimicos de queijos que se encontram em diferentes condi¢cdes de

refrigeracao.
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4.7 Quantificacdo absoluta de succinato presente no queijo tipo mozarela

convencional

A partir dos resultados da quantificacéo relativa, foi possivel verificar que a
variacdo dos niveis de succinato ao longo das semanas foi um importante
marcador na distincdo das amostras submetidas a diferentes condi¢cdes de
refrigeracdo. Como os sinais deste metabdlito nos espectros de RMN de H foram
0s Unicos a apresentarem uma relacao sinal/ruido adequada para se realizar uma
quantificacdo absoluta, e por ter sido considerado um dos principais marcadores
na diferenciacdo das amostras submetidas a diferentes condi¢des de refrigeracao,
optou-se por realizar a quantificacdo absoluta dos seus teores para que, a
posteriori, pudesse ser correlacionado com o prazo de validade do queijo tipo
mozarela convencional e, assim, obter uma estimativa do quanto os niveis de

succinato pode comprometer a qualidade de queijos tipo mozarela.

A quantificacdo absoluta foi realizada a partir da equagcdo 1 baseada na

equacao :

[succinato] = [TMSP-d4] X N(tmsp-da) X Asuccinato) X MM (succinato) equacao (1)

N(succinato) X A(TMmsP-d4)

Onde [succinato] € a concentragdo calculada de succinato em mg/mL no
tubo de RMN, [TMSP-d,] € a concentracdo de TMSP-d4 em mol/mL no tubo de
RMN, N(rmsp-ds) € 0 nimero de hidrogénios do padréo, Asuccinato) € 0 valor médio
das areas das integrais das triplicatas do succinato, MM syccinatoy € @ massa molar
do succinato em mg/mol, Nuccinato) € 0 numero de hidrogénios relativos do
succinato e Armsp-de) representa a area do padréo interno relativo ao niumero de

hidrogénios do padréo.

As tabelas 6 e 7 a seguir mostram os resultados obtidos desse calculo para
os dois conjuntos de amostras submetidos a diferentes condi¢des de refrigeracéo

ao longo das 11 semanas de analises.

104



Tabela 6. Valores das areas das triplicatas, médias e desvio padrdo dos sinais de succinato,

relativos a area do TMSP-d, = 1, e os teores de succinato presente no queijo tipo mozarela

convencional que permaneceram na refrigeracdo adequada durante as noites.

Area 12 Area 22 Area 32 Média + desvio
Semanas o o o Teor (mg/mL)
triplicata  triplicata triplicata padréo
0 0,0758 0,0735 0,0717 0,0737 £0,0021 0,0379
2 0,0373 0,0368 0,0383 0,0375 = 0,0008 0,0193
4 0,0368 0,0364 0,0429 0,0387 = 0,0036 0,0199
6 0,0474 0,0443 0,0457 0,0458 + 0,0016 0,0235
8 0,048 0,0673 0,0556 0,0570 = 0,0097 0,0293
10 0,0522 0,0511 0,0543 0,0525 + 0,0016 0,0270
11 0,0493 0,0584 0,0511 0,0529 + 0,0048 0,0272

Tabela 7. Valores das &reas das triplicatas, médias e desvio padrdo dos sinais de succinato,

relativos a area do TMSP-d, = 1, e os teores de succinato presente no queijo tipo mozarela

convencional que permaneceram fora da refrigeracdo adequada durante as noites.

Area 12 Area 22 Area 32 Média + desvio
Semanas o o o Teor (mg/mL)
triplicata  triplicata triplicata padréo
0 0,0708 0,0781 0,0646 0,0712 = 0,0068 0,0366
2 0,0403 0,0375 0,0378 0,0385 + 0,0015 0,0198
4 0,0579 0,0595 0,0559 0,0578 £ 0,0018 0,0297
6 0,1663 0,1936 0,1588 0,1729 £ 0,0183 0,0889
8 0,4314 0,3028 0,3237 0,3526 = 0,0690 0,1813
10 0,5374 0,5036 0,5218 0,5209 * 0,0169 0,2678
11 0,5577 0,5595 0,5236 0,5469 + 0,0202 0,2812

Os resultados correspondem aos obtidos na quantificagdo relativa. Por

meio da quantificacdo absoluta, pode-se verificar que a partir da 62 semana de

analise a amostra inadequadamente refrigerada continha 0,0889 mg/mL, e que a

amostra adequadamente refrigerada continha 0,0293 mg/mL a partir da 82

semana de analise. Logo, na sexta semana, a amostra inadequadamente

refrigerada possuia um maior teor do que a amostra adequadamente refrigerada

na oitava semana (correspondente a ultima semana de validade). Verifica-se

também que o0s niveis de succinato ndo variaram significativamente ao longo das
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semanas para as amostras adequadamente refrigeradas, levando-se a concluir
gue uma amostra de queijo tipo mozarela convencional ao alcancar teores de
succinato aproximados ou superiores a 0,0889 mg/mL trata-se de uma amostra

gue néo foi mantida na refrigeracdo adequada.
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CAPITULO 5

5. CONCLUSAO

No estudo do queijo tipo mozarela processado, foi verificado que as
diferencas nas intensidades dos sinais foram responsaveis pelas separacfes
observadas na andlise quimiométrica. O fato de ndo ter sido observadas
diferencas entre os espectros em termos de composicdo de sinais, pode estar
relacionado a presenca do conservante sorbato, pois 0 mesmo possui alta
eficiéncia antimicrobiana, o que pode ter resultado nas pequenas variacfes

encontradas nos perfis quimicos adquiridos.

No grafico de scores da andlise inicial do queijo tipo mozarela processado,
verificou-se que houve variag6es nos perfis quimicos das amostras independente
das condicdes de refrigeracdo a partir de aproximadamente quatro semanas.
Esse fato pode estar associado a presenca de bactérias psicotréficas, pois
possuem a capacidade de se proliferar em baixas temperaturas, atuando na
degradacéao dos dois conjuntos de amostras.

Ainda para esse tipo de queijo, na andlise de outro grafico de scores,
gerado a partir dos sinais de maior peso do grafico de loadings, observou-se a
mesma tendéncia de separac¢do encontrada na analise inicial, sendo os sinais da
lactose um dos principais responsaveis pelo padrdo observado. Ja no estudo do
queijo tipo mozarela convencional foi verificada a degradacdo da galactose,
permitindo distinguir as amostras submetidas a diferentes condi¢cbes de
refrigeracdo. Estes resultados sugerem que o metabolismo de carboidratos é
caracteristico nesse processo, sendo mais pronunciado nos gueijos submetidos a

refrigeracdo inadequada.

Das andlises de RMN para o queijo tipo mozarela convencional, os
principais subprodutos de degradacao identificados foram o acetato, succinato,
etanol, fenilalanina, tirosina, valina, lisina, e glutamato. Os niveis de acetato e
succinato foram os mais acentuados na diferenciacdo das amostras em diferentes
condi¢bes de refrigeracdo. Analisando os teores dos mesmos, verificou-se que o

queijo submetido a refrigeracdo inadequada apresentou teores de succinato e
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acetado, em quatro semanas de estocagem, comparaveis aos teores de succinato
e acetato do queijo mantido na refrigeracdo adequada apds oito semanas de
estocagem.

Uma andlise similar foi realizada para os niveis de fenilalanina, tirosina e
glutamato, o que levou a mesma conclusdo. Dessa forma, por meio desses
dados, conclui-se que a refrigeracdo inadequada compromete a validade desse
tipo de queijo, reduzindo-a em cerca de quatro semanas, assim como observado
para 0 queijo tipo mozarela processado. Logo, em termos de composigcédo
guimica, considera-se que a qualidade desse alimento pode ter sido afetada, visto
gue o sabor suave desse tipo de queijo € associado a baixos niveis de atividade

enzimaética.

Quanto a quantificacdo absoluta realizada para o succinato, verificou-se
gque uma amostra de queijo tipo mozarela convencional ao alcancar teores de
succinato aproximados ou superiores a 0,0889 mg/mL, sugere que este produto
gque nao foi mantido na refrigeracdo adequada, sendo este um importante

marcador nesse tipo de andlise.

Quanto as analises fazendo uso da sonda HR-MAS para o queijo tipo
mozarela convencional, a partir de uma inspecéao visual, foi possivel identificar
diferencas nos perfis quimicos dos queijos submetidos a diferentes condi¢des de
refrigeracdo, tanto em termos de intensidade quanto de composicdo dos sinais.
Ao comparar as variagcbes dos mesmos metabdlitos que foram quantificados a
partir do extrato bruto, observou-se uma mesma tendéncia a respeito da
intensidade desses sinais. Nesse sentido, conclui-se que, utilizando um padrao
interno adequado, para esse tipo de amostra, € possivel analisar as varia¢cdes dos
teores dos metabolitos de queijos submetidos as diferentes condigbes de

refrigeracdo estudadas fazendo uso também da sonda HR-MAS.

No ambito da pesquisa realizada, a identificacdo das amostras de queijo
submetidas a diferentes condicbes de refrigeracdo ndo pdde ser realizada
utilizando-se os parametros fisico-quimicos, comumente empregados em analises
da qualidade de queijos, visto que os resultados obtidos ndo apresentaram
variagdes significativas. No entanto, a técnica de RMN e o seu uso aliado a

ferramentas quimiométricas mostraram-se promissores na referente identificacéo.
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