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RESUMO

Dentre os queijos mais consumidos no Brasil, estdo Minas Padrao e Prato. Objetivou-se
discriminar esses queijos adicionados de bactérias probidticas dos queijos controle por Espectroscopia
do Infravermelho ao longo da maturagdo. As culturas probiéticas (Lactobacillus acidophilus L10,
Lacticaseibacillus casei 126 e Bifidobacterium lactis B94) foram adicionadas, individualmente, em
quantidades de 108 células/mL de leite pasteurizado e os queijos foram elaborados. Também, foram
produzidos queijos controle, contendo somente a cultura starter. A obtencdo dos dados por
Espectroscopia do Infravermelho Médio com Transformada de Fourier e Refletancia Total Atenuada (FT-
MIR-ATR) e por Infravermelho Proximo com Transformada de Fourier (FT-NIR) ocorreu nos tempos O,
20, 40, 60, 80 e 100 dias nos queijos Minas Padrao e aos 0, 25, 50, 75 e 100 dias nos queijos Prato, sendo
ambos armazenados entre 7 °C e 10 °C. Posteriormente, foi realizado o processamento dos dados e
Andlise de Componentes Principais. A técnica FT-MIR separou as amostras controle, principalmente, no
tempo 0, das que continham os probidticos, mas ndo discriminou cada um deles e n3do diferenciou os
tempos de maturacdo. Um dos fatores responsaveis pela limitacdo do poder discriminatorio do FT-MIR
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foi a heterogeneidade das amostras, revelada pelas diferencas em termos de intensidades relativas dos
picos para cada espectro das triplicatas. Ja a técnica FT-NIR s6 discriminou os tipos de queijo, mas nao
separou as amostras controle das que continham probidticos. Portanto, as técnicas de MIR e NIR
apresentaram sensibilidade para identificar as diferengas entre os queijos, apresentando potencial para
emprego no controle de qualidade de queijos adicionados de probidticos.

Palavras-chave: derivado lacteo; probidtico; FTIR; quimiometria.

ABSTRACT

Among the most consumed cheeses in Brazil are Minas Padrao and Prato. The objective of this
work was to discriminate these cheeses added with probiotic bacteria from the control cheeses by
Infrared Spectroscopy during maturation. The probiotic cultures (Lactobacillus acidophilus L10,
Lacticaseibacillus casei 126 and Bifidobacterium lactis B94) were individually added in amounts of 108
cells/mL of pasteurized milk and cheeses were prepared. Also, cheeses without the addition of
probiotics, control, containing only the starter culture were produced. The acquisition of data by Fourier
transforms mid-infrared spectroscopy with Attenuated Total Reflectance (FT-MIR-ATR) and Fourier
transform near-infrared spectroscopy (FT-NIR) occurred at times 0, 20, 40, 60, 80 and 100 days in Minas
Padrdo and at 0, 25, 50, 75 and 100 days in Prato, both cheeses being stored between 7 °C and 10 °C.
Subsequently, data processing and Principal Component Analysis were carried out. The FT-MIR
technique separated control samples, mainly, at time 0, from those containing probiotics, but did not
differentiate maturation times. One of the factors responsible for limiting the discriminatory power of
the FT-MIR was the heterogeneity of the samples, revealed by the differences in terms of relative peak
intensities for each spectrum of the triplicates. The FT-NIR technique only discriminated against the types
of cheese, but did not separate the control samples from those containing probiotics. Therefore, the MIR
and NIR techniques showed sensitivity to identify the differences between the cheeses, showing
potential for use in the quality control of cheeses added with probiotics.

Keywords: dairy products; probiotic; FTIR; chemometrics.

INTRODUCAO

Os queijos vém sendo produzidos ha sécu-
los, sendo originalmente preparados por meio da
coagulagdo do leite, seguida da dessoragem e salga
(FRACASSO; PFULLER, 2014). Ao longo dos anos, o
processo de fabricacdo passou por diversas evolu-
¢Oes visando a extensdo da vida util desse produto.
Dentre os queijos mais consumidos no Brasil estdo
Minas Padrdo e Prato (SIQUEIRA et al., 2022). O
Queijo Minas Padrdo é tipicamente brasileiro, em
sua producdo a coalhada é cortada em graos mé-
dios e sua maturacdo ocorre por um periodo mi-
nimo de 20 dias. Possui vida util entre dois e trés
meses, com riscos de apresentar sabor amargo.
Esse queijo possui olhaduras mecanicas, sem gas,
apresenta sabor ligeiramente acido, aroma suave e
cor branca amarelada (FURTADO, 2017).

O queijo Prato também é tipico do Brasil e

destaca-se pela utilizacdo no preparo de lanches
rapidos e como ingrediente para sanduiches e ou-
tras preparagdes culinrias (COSTA et al., 2018). E
um queijo gordo, de média umidade e pode apre-
sentar as seguintes denominagdes: Lanche ou San-
duiche; Cobocd e Esférico ou Bola. E um queijo de
massa semi-cozida e lavada, de consisténcia semi-
dura e de sabor suave. Pode ser encontrado no
formato cilindrico, retangular ou esférico e antes
do consumo deve ser maturado por um periodo
de no minimo 25 dias (BRASIL, 1997).

Estudos indicam que o queijo é uma
excelente matriz para veiculacdo de bactérias
probidticas devido ao pH proximo a neutralidade,
além do alto teor de proteina e de gordura que as
protegem, reduzindo sua exposicdo direta a
condicdes adversas no trato gastrointestinal (TGI).
Durante a maturag¢ao, os queijos tornam-se mais
anaerdbicos, favorecendo a persisténcia de
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microrganismos probidticos (FLACH et al., 2018).

As culturas probidticas proporcionam efei-
tos de promogdo de saude, como: controle de co-
lesterol e equilibrio da microbiota intestinal, esti-
mulo do sistema imunoldgico, diminuigdo de sinto-
mas alérgicos, melhoria na utilizagdo de lactose e
absorcdo de calcio, sintese de proteinas e vitami-
nas, prevencao do crescimento de patdgenos, me-
lhorando o equilibrio microbiano no célon, redu-
zindo o risco de doencas infecciosas e o risco de di-
versos tipos de cancer, especialmente o cancer de
célon (DOMINGO, 2017, PUMPA et al., 2019;
ROSA et al., 2022; REHMAN et al., 2022). Destaca-
se que o efeito do probidtico é dependente da es-
tirpe utilizada.

Por outro lado, o metabolismo dos probidti-
cos gera produtos que podem influenciar nas carac-
teristicas sensoriais dos queijos durante o tempo de
maturacdo e condi¢des de armazenamento. A pro-
tedlise realizada por probidticos pode também pro-
duzir diferentes aminodcidos livres e peptideos
com propriedades bioativas dependendo da es-
tirpe (CUFFIA et al., 2017). Além disso, os peptideos
podem apresentar atividades antioxidantes e anti-
microbianas que atuam no biocontrole (MUSHTAQ
etal., 2016). Em termos de lipdlise, podem gerar di-
ferentes acidos graxos livres de cadeia longa, média
e curta, que sao importantes componentes do sa-
bor do queijo (KARIMI et al., 2012).

Portanto, a utilizagdo de metodologias rapi-
das e precisas para auxiliar no controle de quali-
dade na area de queijos é de grande importancia.
Assim, as técnicas de espectroscopia do infraver-
melho tém sido utilizadas para caracterizar queijos
e avaliar as mudancas durante a fermentagdo e
maturacdo (ANDRADE et al., 2018).

Aidentificacdo de compostos por espectros-
copia de infravermelho é baseada na propriedade
das moléculas de absorver a luz infravermelha e ex-
perimentar uma ampla variedade de movimentos
vibracionais caracteristicos de sua composicao.
Essa técnica se baseia na geracdo de picos de ab-
sorcdo que correspondem as frequéncias de vibra-
¢Oes das ligacdes intramoleculares, quando a radi-
acdo infravermelha é incidida sobre as moléculas e
promove vibracdes de estreitamento das ligacdes
entre os atomos, ocasionando faixas de absor¢ao

especificas. Assim, cada substancia apresenta picos
referentes aos grupos quimicos funcionais presen-
tes em sua composigdo. Esses picos correspondem
a um perfil espectral Unico para cada tipo de subs-
tancia, capaz de identificar as moléculas presentes
em diferentes tipos de amostras (FRANCA; OLI-
VEIRA, 2011).

Dentre as metodologias rapidas com possi-
vel aplicagdo na area de leite e derivados desta-
cam-se a espectroscopia de infravermelho médio
(MIR) e de infravermelho préximo (NIR) com trans-
formada de Fourier (FT), que podem ser usadas
com intuito de determinar parametros de quali-
dade e adulteracdes em produtos lacteos. Assim,
objetivou-se nesse estudo discriminar os queijos
Minas Padrao e Prato controle, contendo somente
a cultura starter (Lactococcus lactis subsp. lactis e
Lactococcus lactis subsp. cremoris), e adicionados
de bactérias probidticas (Lactobacillus acidophilus
L10, Lacticaseibacillus casei L26 e Bifidobacterium
lactis B94, que ja sdo utilizadas na produgdo de lei-
tes fermentados) por Espectroscopia do Infraver-
melho Médio e Préximo ao longo da maturagdo.

MATERIAL E METODOS
Desenho do experimento

Os queijos Minas Padrao e Prato controle e
contendo isoladamente bactérias probidticas fo-
ram elaborados em trés repetigdes. Posterior-
mente, a fim de discriminar as amostras, analises
por espectroscopia do infravermelho médio e por
espectroscopia do infravermelho préximo com
Transformada de Fourier foram realizadas ao longo
da vida de prateleira dos queijos (Figura 1). Apds a
fabricacdo, os queijos foram armazenados entre
7°Ce 10 °C e, posteriormente, congelados a -20 °C
até o momento das analises, sendo utilizadas 72
amostras de queijo Minas Padrao e 60 amostras de
queijo Prato.

Elaboragdao dos queijos Minas Padrao e Prato
controle ou adicionado de L. acidophilus L10, L.
casei L26 ou de B. lactis B94

A producao de queijo Minas Padrao foi rea-
lizada por Rodrigues (2023) e a de queijo Prato por
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Lactobacillus acidophilus L10

Armazenamento das amostras do queijo Prato entre 7,0 °Ce 10,0 °C por 0, 25, 50, 75 e 100 dias.

!

Analises das amostras por espectroscopia do infravermelho médio (MIR) e por espectroscopia do
infravermelho préximo (NIR) com Transformada de Fourier (FT) nos respectivos tempos

Figura 1. Desenho do estudo para caracterizacdo dos queijos Minas Padrdo e Prato.

Calsavara (2023) e foram seguidas as metodolo-
gias adaptadas de Lourengo Neto (2013), sendo
obtidos quatro tratamentos de cada tipo de
queijo: controle e adicionados, individualmente,
das culturas probidticas de L. acidophilus L10, L. ca-
sei L26 ou de B. Lactis B94, liofilizadas DVS (Direct
Vat Set) da empresa Globalfood (Figura 1). Essas
culturas foram diluidas em leite desnatado recons-
tituido a 12% esterilizado, armazenadas em tubos
Falcon a -20 °C e adicionadas, individualmente, 30
minutos previamente a adicdo da cultura starter
R704 (Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococ-
cus lactis subsp. cremoris) da empresa Chr. Hansen
(Valinhos, SP, Brasil), durante o processo de fabri-
cacdo dos queijos Minas Padrdo e Prato a fim de
atingirem contagens de, aproximadamente, 108
UFC/mL de leite. Os queijos Minas Padrao e Prato
foram secos por dois dias em camara fria entre 7°C
e 10 °C, embalados a vacuo em peliculas termoen-
colhiveis de polietileno (filme coextrudado em
sete camadas a base de PE/EVA/PVDC) e armaze-
nados entre 7 °C e 10 °C por até 100 dias. Os quei-
jos foram produzidos em trés repeticoes.

Espectroscopia FT-MIR-ATR

Os espectros MIR foram registrados em um
espectrofotdbmetro FT-MIR (Bruker, modelo Vertex
70), com acessorio ATR (Refletancia Total Atenu-
ada) e software OPUS 6.5, do Laboratdrio Laborato-
rio de Espectroscopia de Materiais, no Departa-
mento de Fisica da Universidade Federal de Juiz de
Fora (UFJF).

Os espectros foram coletados a partir de 64
varreduras no modo de absorbancia no intervalo
de 4000 cm™ a 400 cm® com uma resolucdo de 4
cmL. As andlises foram realizadas a temperatura
ambiente (20 °C) e o background (para subtracdo
da linha de base) foi coletado antes de cada amos-
tra ser medida. Todas as medidas foram feitas em
triplicatas e os dados foram analisados usando Ori-
ginPro 8.0, Minitab 16.1.1 e MS-Excel.

Inicialmente as amostras dos queijos foram
descongeladas a, aproximadamente, 20 °C. De-
vido a utilizacdo de uma grande quantidade de
amostras e para evitar erros analiticos e melhorar
a resolucdo de leitura, foi adotado um procedi-
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mento padrao de analise que consistiu na transfe-
réncia das amostras para canudos plasticos de,
aproximadamente, 0,5 cm de comprimento por
0,5 cm de didametro, obtendo-se assim amostras
preparadas no formado de pastilha.

Apds a andlise do background, as pastilhas
das amostras foram organizadas de acordo com o
tipo de queijo, tempo de armazenamento dos
mesmos entre 7 °Ce 10 °Ce tratamento. Cada pas-
tilha foi posicionada sobre o cristal de diamante
certificando sua cobertura total. Uma leve pressao
foi feita em cada pastilha envolta pelo canudo de
plastico para que se obtivesse o maximo de con-
tato com a superficie do diamante. Essa pressao
foi feita utilizando uma estrutura apropriada (an-
vil) que faz parte do equipamento, e a forga apli-
cada foi padronizada para cada amostra, seguindo
as instrugdes de uso do equipamento. Apds esses
procedimentos, as leituras foram feitas seguindo
as etapas e procedimentos de uso do software
Opus e de armazenamento dos dados. Apds a cer-
tificacdo do armazenamento, a pressao do anvil
sobre a amostra foi aliviada e cuidadosamente a
pastilha lida foi retirada. O mesmo procedimento
foi feito para todas as amostras e entre leituras o
cristal foi devidamente limpo utilizando tecido
apropriado e alcool isopropilico.

Espectroscopia FT-NIR

Um espectrofotometro com transformada
de Fourier modelo FT-NIR MPA (Bruker Optik
GmbH, Ettlingen, Alemanha) equipado com um
detector de Arsenato de Galio indio e Telurio (Te-
InGaAs) e dptica de quartzo do Laboratério de Es-
pectroscopia de Materiais do Departamento de Fi-
sica da UFJF foi usado. As analises foram realizadas
em triplicata, no modo de refletdncia usando o
software OPUS 6.5, no intervalo de 12.000 a 4.000
cm?, sendo que um total de 64 varreduras foram
coletadas em cada amostra com uma resolugdo
espectral de 2cm™. As amostras dos queijos, apro-
ximadamente, 5 g foram transferidas para frascos
de quartzo, os quais foram colocados diretamente
no compartimento do equipamento para a obten-
¢do dos espectros.

Obtencao dos espectros, tratamento e analise es-
tatistica dos dados

O processo completo de obtencdo de es-
pectros e tratamento dos dados foi realizado da
seguinte forma: (1) aquisicdo de dados espectrais
das amostras no FT-MIR-ATR e no FT-NIR; (2) pré-
processamento de dados (mudanca de linha de
base) para eliminar ruidos de fundo do ambiente;
e (3) analise estatistica por meio da Analise de
Componentes Principais (PCA).

As analises multivariadas foram efetuadas
com o software ORIGIN PRO 2023, versdo 8.0. A
PCA foi realizada com o espectro até 3100 cm™ no
MIR e completo no NIR. Os espectros foram nor-
malizados e as triplicatas foram consideradas indi-
vidualmente (sem realizacdo de médias).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise de componentes principais dos espectros
obtidos por FT-MIR

As andlises FT-MIR realizadas entre 4000 e
400 cm (Figuras 2) apresentaram faixas de nu-
mero de onda importantes, onde se encontram os
principais picos de absorbancia em alimentos,
com destaque para 4gua e fracdes de gordura,
proteina e carboidratos (Figura 2).

As moléculas de agua absorvem forte-
mente em 3300 e 1638 cm™ (REN et al., 2022). En-
tretanto, a dgua prejudica os espectros porque al-
gumas bandas da mesma se sobrepdem com as
bandas decorrentes de compostos amplamente
presentes em alimentos, pois a 4gua estabelece li-
gacOes de hidrogénio com macro componentes
como, por exemplo, proteinas, carboidratos e lipi-
dios, reduzindo a percepcdo de certas bandas
(amida I, carbonila, grupos carboxilato, dentre ou-
tros) (BORBA; GOMEZ-ZAVAGLIA, 2023). Destaca-
se que, apesar da diferenca visual (Figura 2), os pi-
cos em 3300 cm* ndo tiveram relevancia nesse es-
tudo, uma vez que grande parte dessa faixa é
agua, que interfere muito nos resultados, forne-
cendo informagdes limitadas.

De acordo com Borba; Gémez-Zavaglia
(2023), os espectros dos polissacarideos podem
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ser divididos nas seguintes regides: 4000-2500
cm™: Banda forte e larga em 3600-3000 cm™, cor-
respondendo ao modo v(OH) e decorrente de va-
rios grupos hidroxila com diferentes conformacgoes
e posicbes nos anéis dos carboidratos. Os modos
vibracionais v(OH) da 4gua também dao origem a
bandas nessa regido, o que por vezes dificulta a
analise das mesmas. Os b(CH 2) e v(CH 3) (simétri-
cos e assimétricos) também absorvem nesta re-

gido (3000 - 2500 cm™), mas sua intensidade é bas-
tante baixa. Na regido de estiramento de ligacdo
dupla (1800 - 1500 cm?Y), polissacarideos, incluindo
grupos carboxilatos (por exemplo, pectinas e algi-
natos), possuem bandas caracteristicas, decorren-
tes das vibragoes v(C O). A 4gua também absorve
nesta regido 6(0OH) em 1635 cm, levando a maio-
res ou menores redugdes de v(C O), dependendo
da forca das ligacdes de hidrogénio envolvidas
(WOLKERS et al., 2004).
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Figura 2. Média dos espectros FT-MIR das amostras de Queijo Minas Padrdo (A) e Prato (B) controle e
adicionados de probidticos no tempo 0. (L10): L. acidophilus 110, (L26): L. casei 126, (B94): B. lactis B94 e

(C): Controle.
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Por outro lado, a espectroscopia infraver-
melha é particularmente util para determinar a es-
trutura das proteinas, sendo as amidas | e Il as ban-
das mais relevantes. A amida | é quase inteira-
mente composta por u(C O) (80%) proveniente da
ligagao peptidica, sendo muito sensivel a estrutura
secundaria. De acordo com as correlagdes empiri-
cas da estrutura de frequéncia, as folhas B absor-
vem fortemente em 1640-1610 cm™, dando ori-
gem a bandas mais fracas em 1690-1680 cm™.
Por outro lado, a-hélices absorvem em 1650-
1640 cm™. Amida Il (1575-1480 cm™) esta asso-
ciada a 6(NH) (40-60%) e v(CN) (18-40%), sendo
altamente sensivel a protonacdo de peptideos,
mas quase insensiveis a alteragdes da estrutura se-
cundaria (FEVZIOGLU et al., 2020).

Além disso, as principais caracteristicas es-
pectrais dos lipidios incluem: v(OH), v(NH): Gru-
pos hidroxila ou amina de certos lipidios (por
exemplo, glicolipidios) absorvem em nimeros de
onda > 3300 cm'%; v(C O): ligacdo éster de triglice-
rideo (~1750 - 1700 cm™); v(CH 2), v(CH 3) (2950

- 2800 cm™) e §(CH) (1470 - 1250 cm™): Cadeias
de hidrocarbonetos (BORBA; GOMEZ-ZAVAGLIA,
2023). Constatou-se diferenca na regido ~700 cm™
referente a grupos —HC=CH- cis de gordura entre os
gueijos Minas Padrdo e Prato (Figura 2), o que pode
estar relacionado as diferencas nas etapas de pro-
cessamento e maturagao desses queijos, que po-
dem levar a alteragdes bioguimicas como hidrdlise
e oxidag¢do nos constituintes dos mesmos a exem-
plo da gordura.

Constatou-se pela PCA gue os dois primei-
ros componentes explicaram 91% da varidncia dos
dados espectrais no MIR, sendo que o primeiro
componente principal explicou 75% da variancia
dos resultados e o segundo, aproximadamente,
16% (Figura 3). Esse resultado esta relacionado
com o grande nimero de amostras, sendo avalia-
dos dois tipos de queijos (Minas Padrdo e Prato),
com diferentes probidticos (L. acidophilus L10, L.
casei 1.26 e B. lactis B94), além do controle, e dife-
rentes tempos de maturacdo, totalizando 132
amostras analisadas.

Component 2 (15,9 %)
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Figura 3. PCA dos espectros obtidos por FT-MIR das amostras dos queijos Minas Padrdo e Prato
controle e adicionados de probidticos (n=132). (MP): Queijo Minas Padrdo, (PR): Queijo Prato, (0):
Tempo 0, (20): Tempo 20, (25): Tempo 25, (40): Tempo 40, (50): Tempo 50, (60): Tempo 60, (75): Tempo
75, (80): Tempo 80, (100): Tempo 100, (L10): L. acidophilus L10, (L26): L. casei L26, (B94): B. lactis B94,
(C): Controle, (-1): Primeira repeticdo; (-2): Segunda repeticdo e (-3) Terceira repeticdo.
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Constatou-se ainda que, as amostras dos
queijos dos tratamentos controle, encontram-se,
no tempo 0, no primeiro quadrante (Componente
Principal 1 — PC1 e componente principal 2 — PC2
emtornode 0,5, elipse azul), estando separadas das
demais (Figura 3). Portanto, a técnica de MIR iden-
tificou as amostras controle (cultura starter) como
diferentes das que continham os probidticos (cul-
tura starter mais probidtico), o que pode estar rela-
cionado a atividade metabdlica das bactérias pro-
bidticas nos queijos, bem como a presenca das
mesmas nas amostras que as continham.

Segundo Rodrigues (2023) e Calsavara
(2023) as contagens das bactérias do fermento la-
tico mesofilico (cultura starter) usado na producdo
dos queijos dos tratamentos controle reduziram
ao longo do armazenamento, sendo constatada
diferenca do tempo 0 (9,44 Log UFC/g) para o
tempo 20 (8,54 Log UFC/g) no queijo Minas Pa-
drdo e do tempo 0 (9,64 Log UFC/g) para o tempo
25 (8,63 Log UFC/g) no queijo Prato. Essas conta-
gens continuaram reduzindo até o final do experi-
mento, sendo constatada contagem de 3,00 log
UFC/g e 6,67 log UFC/g no tempo 100 dias nos
gueijos Minas Padrdo e Prato, respectivamente.
Esse comportamento é caracteristico da cultura
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mesofilica, provavelmente devido as reagdes bio-
guimicas ocorridas durante a maturagao dos quei-
jos, a baixa temperatura de armazenamento e aos
fatores intrinsecos como pH, atividade de dgua e
potencial de oxirredugao.

Por outro lado, as contagens médias de L.
acidophilus L10 e de L. casei L26, nas amostras de
gueijos Minas Padrao usados no presente traba-
lho, ficaram acima de 7,99 log UFC/g (RODRI-
GUES, 2023), enquanto as contagens médias des-
sas bactérias probidticas nos queijos Prato usados
no presente trabalho ficaram acima de 8,26 log
UFC/g (CALSAVARA, 2023). Rodrigues (2023) e
Calsavara (2023) constataram ainda que a conta-
gem de B. lactis B94 aumentou (p<0,05) ao longo
do armazenamento dos queijos Minas Padrao e
Prato, respectivamente, atingindo contagens mi-
nimas para serem considerados probidticos aos
40 dias (6,08 log UFC/g) e aos 50 dias (acima de
7,00 log UFC/g) de armazenamento refrigerado
das amostras. Dessa forma, os resultados obtidos
por Rodrigues (2023) e Calsavara (2023) demons-
tram contagens elevadas das bactérias probidti-
cas nos queijos, o que pode ter contribuido para a
discriminagdo das amostras pela técnica FT-MIR
(Figuras4 e 5).
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Figura 4. Espectros caracteristicos de FT-MIR dos queijos Minas Padrdo durante a evolucdo da matura-
¢do. (A): Controle, (B): L. acidophilus L10, (C): L. casei L26, (D): B. lactis B94, (TO): Tempo 0, (T20): Tempo
20, (T40): Tempo 40, (T60): Tempo 60, (T80): Tempo 80, (T100): Tempo 100.
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Figura 5. Espectros caracteristicos de FT-MIR dos queijos Prato durante a evolucdo da maturagdo. (A):
Controle, (B): L. acidophilus L10, (C): L. casei L26 e (D): B. lactis B94, (TO): Tempo O, (T25): Tempo 25, (T50):
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A maioria das amostras de queijo Minas Pa-
drdo esta no quarto quadrante, com PC1 positivo
e PC2 negativo, elipse verde, e a grande maioria
das amostras de queijo Prato estd no primeiro
quadrante, com PC1 positivo (>0,7) e PC2 positivo,
elipse amarela, mostrando diferencgas entre os ti-
pos de queijo (Figura 3).

Além disso, ndo se constatou uma tendén-
cia clara de separacdo entre as amostras adiciona-
das de probidticos (L. acidophilus 110, L. casei 126
e B. lactis B94) e n3do foi possivel identificar uma
tendéncia clara de separacdo em fungdo do tempo
de maturacdo dos queijos. Rodrigues (2023) e Cal-
savara (2023), ao avaliarem as caracteristicas fi-
sico-quimicas (pH, acidez titulavel, umidade, ex-
trato seco total, gordura, proteina, cinzas e clore-
tos) dos queijos Minas Padrdo e Prato, respectiva-
mente, ndo constataram diferencas (p>0,05) entre
os queijos do tratamento controle e adicionados
de probidticos (L. acidophilus 110, L. casei 126 e B.
lactis B94), sendo os mesmos utilizados neste tra-
balho. Além disso, as autoras também ndo consta-
taram diferenca (p>0,05) de cor instrumental e no
perfil de textura dos queijos do tratamento con-
trole e adicionados de probidticos. Entretanto, as

absorgdes na regido do MIR apresentam alta in-
tensidade, pois sdo provenientes das transicoes
fundamentais (SILVA, 2017). Assim, a espectrosco-
pia MIR pode identificar estruturas muito comple-
xas e semelhantes e tem sido considerada uma ex-
celente ferramenta para identificacdo de compos-
tos (SHI; YU, 2017). Porém, neste trabalho consta-
tou-se diferencas significativas em termos de in-
tensidades relativas dos picos no MIR para cada
espectro das triplicatas de todas as amostras (Fi-
gura 6), o que reduziu o poder discriminatdrio da
técnica.

A Figura 6 representa com clareza a dife-
renca entre os picos do espectro do queijo Minas
Padrao no tempo O adicionado de L. casei L26
como um exemplo do que ocorreu em todas a
amostras. Como 0s queijos sd0 uma matriz com-
plexa, com diferentes constituintes, os mesmos
apresentam diferentes respostas em regides simi-
lares. Assim, como as triplicatas das amostras ava-
liadas mostraram diferencas espectrais significati-
vas entre si (p>0,05) (Figura 6), sugere-se que as
amostras sdo heterogéneas, sendo uma avaliagdo
global melhor para caracterizar os queijos desse
estudo, nesse momento.
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Figura 6. Espectro FT-MIR da amostra de Queijo Minas Padrdo adicionada de L. casei L26 no tempo O.
(L26): L. casei 126, (-1): Primeira repeticdo; (-2): Segunda repeticdo e (-3) Terceira repeticdo.

Rodrigues (2023) constatou que os indices
de extensdo de maturacdo (IEM) e de profundi-
dade de maturacdo (IPM) dos queijos Minas Pa-
drao usados neste estudo dos tratamentos con-
trole, adicionados de L. acidophilus L10 ou de B.
lactis B94 aumentaram ao longo do tempo de ar-
mazenamento, o que evidencia o aumento da pro-
tedlise primaria e secundaria durante o periodo
gue os queijos adicionados dessas culturas foram
analisados. Por outro lado, Calsavara (2023) cons-
tatou aumento do IEM dos queijos Prato dos trata-
mentos adicionados de L. casei L26 ou de B. lactis
B94. Portanto, era esperado que a técnica de FT-
MIR diferenciasse as amostras em fungao da pro-
tedlise, lipdlise e glicdlise, que normalmente ocor-
rem durante a maturagdo dos queijos. Entretanto,
a técnica de FT-MIR nado diferenciou os queijos ao
longo da maturagao, o que pode estar relacionado
a heterogeneidade das amostras (Figura 6).

Os resultados deste trabalho ndo sofreram
alteragdes significativas utilizando pré-tratamen-
tos dos dados como: normalizagdo, uso de partes
dos espectros e uso de primeira derivada. Um dos
fatores responsaveis pela limitagao do poder dis-
criminatorio do MIR deve-se, provavelmente, a
heterogeneidade das amostras, revelada pelas di-
ferencas significativas em termos de intensidades
relativas dos picos no MIR para cada espectro das
triplicatas (Figura 6).

Essa heterogeneidade pode ter acontecido
pelas amostras nao estarem bem trituradas e con-
terem partes dos cortes de queijo (da casca e inte-
rior) obtidas em diferentes profundidades, ocasio-
nando diferencas na concentracgdo de sal, quanti-
dade de agua e textura. Destaca-se que os experi-
mentos foram realizados em trés repeticGes, ou
seja, cada tipo de queijo (Minas Padrdo ou Prato)
foi produzido trés vezes e em dias diferentes utili-
zando o leite de uma mesma propriedade. Na pro-
ducdo dos queijos emprega-se tecnologias de fa-
bricagdo bem distintas, portanto, os mesmos
apresentam teores de umidade e de sal diferentes
entre si. Entretanto, Rodrigues (2023) e Calsavara
(2023) constataram que os queijos Minas Padrao
e Prato, respectivamente, ndo apresentaram dife-
renca (p>0,05) nas caracteristicas fisico-quimicas
ao longo do armazenamento, bem como quando
adicionados ou ndo dos probidticos.

Analise de componentes principais dos espectros
obtidos por FT-NIR

A Figura 7 mostra espectros de absorcdo
NIR tipicos de queijos Prato e Padrdo. As bandas 1
e 3, centradas em 1200 e 1730 nm, sao atribuidas
ao segundo e ao primeiro sobretom das ligagdes
C-H. Estas bandas estao associadas a carboidratos,
proteinas e gorduras. Por outro lado, as bandas 2
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e 4, centradas em 1.450 e 1.900 nm, correspon-
dem ao primeiro sobretom de estiramento de O-H
e a banda de combinacdo de estiramento e defor-

0,9

macdo angular de O-H de agua, respectivamente.
Pode-se notar que a maior variabilidade entre as
amostras esta relacionada a umidade (Figura 7).
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Figura 7. Espectros de absorcdo NIR tipicos de queijos Prato e Padrdo.

A Figura 8 mostra resultados de PCA utili-
zando as amostras controle no tempo 0 de matu-
racdo. Foram necessarios 3 componentes princi-
pais para explicar 89.5% da variancia dos dados.
Neste caso, foi possivel discriminar claramente os
tipos de queijo Minas Padr3o (elipse azul) e Prato
(elipse vermelha). Contudo, os dados obtidos ndo
foram conclusivos para discriminar os probidticos
(resultados ndo mostrados). Ou seja, a técnica de
NIR apresenta menos especificidade que a técnica
de MIR. O resultado é similar se considerarmos
pré-tratamentos das amostras como normaliza-
¢do e primeira derivada.

As bandas de absor¢do predominantes nos
espectros NIR de amostras se originam de combi-
nagdes de vibragdes fundamentais de ligagdes C—-
H, N-H, O—H e S—H (SANDORFY et al., 2006). A es-

pectroscopia MIR produz picos de absorc¢do niti-
dos para ligages quimicas individuais sob certas
condigBes quimicas, permitindo a identificacdo de
compostos organicos. No entanto, a alta absor¢do
da radiagdo MIR pelo material, limita a profundi-
dade de penetracao, permitindo apenas medicdes
superficiais. Em contraste, a absor¢do na espec-
troscopia NIR é mais fraca do que na espectrosco-
pia MIR, geralmente por um fator de 10a 100, per-
mitindo assim alta profundidade de penetracdo.
Isso é crucial para aplicagdes qgue medem material
biolégico ndo homogéneo (SANDORFY et al,
2006). Infelizmente, as bandas NIR sdo geralmente
largas e severamente sobrepostas, resultando em
bandas frequentemente dificeis (OZAKI et al.,
2006) tornando os espectros NIR menos valiosos
para fins de identificacdo de compostos.
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Figura 8. PCA dos espectros obtidos por FT-NIR das amostras dos queijos Prato e Minas Padrao controle
no tempo 0. (PR): Queijo Prato, (MP): Queijo Minas Padrao, (C): Controle, (-1): Primeira repeticao; (-2):

Segunda repeticdo e (-3) Terceira repeticao.
CONCLUSAO

As triplicatas mostraram diferencas espec-
trais significativas entre si, sugerindo que as amos-
tras sdo heterogéneas. Portanto, trabalhos futuros
devem ser realizados levando-se em consideragdo
a homogeneidade das amostras de queijo, ou seja,
as mesmas devem ser trituradas previamente as
analises para conter partes da casca e interior dos
gueijos compondo de forma homogénea a amos-
tra que sera analisada. O FT-MIR foi mais sensivel
a heterogeneidade das amostras e distinguiu os
queijos controle dos adicionados de probidticos.
Por outro lado, o FT-NIR foi menos especifico para
discriminar as amostras.

De forma geral, as técnicas de MIR e NIR
apresentaram sensibilidade para identificar as di-
ferengas entre os queijos Minas Padrao e Prato,
apresentando potencial para emprego no con-
trole de qualidade de queijos adicionados de pro-
bidticos. O MIR foi mais especifico, identificando o
conjunto de amostras controle, ou seja, identificou
a presenca dos probidticos (L. acidophilus L10, L.
casei L26 e B. lactis B94), embora ndo tenha sido
possivel realizar a discriminacdo de cada um deles.
Além disso, ndo houve uma discriminacdo entre

tempos de maturagdo dos queijos, sendo necessa-
rios estudos que avaliem a maturagdo imediata-
mente apds a fabricacdo, analisando diariamente
até o minimo de dias estabelecido pela legislacao,
a fim de detectar possiveis diferencas nos queijos
Minas Padrdo e Prato.
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