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RESUMO

Dentre todos os produtos derivados do leite, o queijo tipo mussarela
se apresenta como um dos mais consumidos mundialmente. Isso ocorre por
este apresentar caracteristicas especificas, tais como facilidade de
fatiamento e derretimento.

Nessas condicdes, é fundamental que ocorra uma fiscalizacao efetiva
junto aos produtores, de modo que seja garantida a qualidade dos queijos
disponiveis no mercado. Para tal, existem uma série de parametros (fisico-
quimicos e microbioldégicos) a serem avaliados para averiguarem essa
qualidade, assim como existem alguns 6rgdos responsaveis por executarem
essas analises.

No estado de Minas Gerais, o principal érgao responsavel por avaliar
produtos agropecuarios é o Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA), que
dispoe de métodos amparados pela legislacao para testar diversos aspectos
nesses produtos alimenticios.

No caso especifico do queijo tipo mussarela, alguns dos métodos
validados e utilizados atualmente sdao muito onerosos, lentos e demandam
por analistas altamente treinados. Com o intuito de contornar essa situagao,
o presente trabalho propde uma nova técnica de andlise utilizando
Espectroscopia de Infravermelho Préximo (NIR) para avaliar alguns
parametros exigidos por lei.

Os resultados encontrados utilizando a técnica NIR se apresentaram
mais precisos que utilizando os métodos convencionais (métodos oficiais
fiscais), além de estarem sempre coerentes com os valores de referéncia,
portanto esta técnica, que € mais rapida e barata, apresenta um futuro

promissor em analise de alimentos.

Palavras-chave: queijo mussarela; parametros para anadlise de queijos tipo
mussarela; métodos oficiais fiscais; Instituto Mineiro de Agropecuaria - IMA;

Espectroscopia de Infravermelho Préximo — NIR.



ABSTRACT

Among all products derived from milk, mozzarella cheese is presented
as one of the most consumed worldwide. This is because it presents specific
characteristics such as ease of slicing and melting.

Under these conditions, it is essential that an effective monitoring
occurs to the producers, so it is guaranteed the quality of cheeses available.
To this end, there are a number of parameters (physico-chemical and
microbiological) to be evaluated as to whether this quality, as there are
some bodies that perform these tests.

In the state of Minas Gerais, the main agency responsible for
assessing agricultural products is the Instituto Mineiro de Agropecuaria
(IMA), which has supported the legislation methods to test various aspects
of these food products.

In the specific case of mozzarella cheese, and some of validated
methods currently used are very costly, slow and require highly trained
analysts. Aiming to overcome this situation, this paper proposes a new
analysis technique using Near Infrared Spectroscopy (NIR) in order to
evaluate some parameters required by law.

The results using the NIR technique is presented more precise and
accurate than using conventional methods (fiscals officials methods), and
are always consistent with the reference values, therefore this technique,

which is faster and cheaper, has a promising future in food analysis.

Keywords: mozzarella cheese; parameters for analysis of mozzarella
cheese; tax official methods; Instituto Mineiro de Agropecuaria - IMA; Near

Infrared Spectroscopy - NIR.
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1. INTRODUCAO

O queijo € um dos principais constituintes da alimentacdo humana
desde 7000 a.C, quando comegou a ser produzido na regiao localizada entre
os rios Tigres e Eufrates (Woodcock, Fagan et al., 2008). Desde entao,
novos tipos e novas técnicas de producdo foram desenvolvidas para atender
o gosto de milhdes de consumidores, pois globalmente, o queijo representa
cerca de 30% das vendas totais de produtos lacteos, com previsao do
crescimento de vendas de 9,8% entre 2003 e 2007 (Woodcock, Fagan et
al., 2008), sendo que a tendéncia atual de pesquisa das industrias é de
elaborar novos métodos para o tratamento da matéria-prima, das quais se
possam obter os maiores beneficios. O produtor de queijos deve procurar
gue este seja comestivel, aceitavel e que constitua um alimento nutritivo e
livre de contaminacdo por microrganismos indesejaveis (Queijos no Brasil,
2010).

O leite destinado a fabricacdo de queijos deve apresentar
caracteristicas que objetivam a uniformizacdo do produto final. A
porcentagem de gordura é varidvel para cada tipo de queijo, por isso,
torna-se necessaria a padronizacao da mesma no leite visando atender os

padroes tecnoldgicos dos queijos (Queijos no Brasil, 2010).

1.1 OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo analisar uma metodologia
alternativa no processo de determinacao de alguns parametros fisico-
guimicos em analises de queijo tipo mussarela no estado de Minas Gerais.

E fundamental que tais andlises sejam executadas de forma mais

rapida e econémica que no método convencional até entdo adotado.



2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1 CONCEITOS INTRODUTORIOS

2.1.1 Parametros exigidos em analises de produtos lacteos

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), as
caracteristicas fisicas e quimicas de produtos alimenticios foram
tradicionalmente determinadas por diferentes propriedades fisico-quimicas,

que, de maneira geral para produtos lacteos, sao:

e Acidez total

o Acidez em &cido lactico

e Acucares redutores em lactose

« Agua oxigenada / Peréxido de hidrogénio

e Presenca de amido

e Presenca de antibidticos

o Determinacao de caseina

o Determinacao de cloretos (NaCl)

o Determinacgao de cloro e hipocloritos

o Corretivos de acidez / substancias neutralizantes
e Densidade 15°C

» Estabilidade ao etanol

o Extrato seco desengordurado

e Extrato seco total

o Determinacao de fosfatase

o Gordura total hidrélise acida (lipidios)

e Gordura total por Butirometro

« Insolluveis totais em éter (para manteigas e margarinas)
« Indice de perédxidos (para manteigas)

e Matéria lipidica no extrato seco

o Determinacdao de peroxidase

e Prova de Reconstituicao (para leite em po e leites evaporados)
e pH



e pH em matéria ndo graxa

o Teor de proteina Kjeldahl (protidios)

e Relagdo umidade / proteina

o Residuo mineral fixo (cinzas)

e Soélidos nao gordurosos

e Volume medido

o Umidade e volateis

De todos os parametros relacionados acima, apenas alguns sao

especificos para o queijo, e serdao, por consequéncia, explicados

posteriormente.

2.1.2 Queijo tipo Mussarela

O queijo tipo Mussarela é um queijo de massa filada, de origem
italiana, porém conhecido, produzido, apreciado e consumido no mundo
todo, especialmente no Brasil, onde se destaca como sendo o segundo
gueijo mais fabricado, representando cerca de 20 % da producgao total de
queijos. A maior utilizacdo e consumo do queijo Mussarela estdao
relacionados a sua presenca como ingrediente para a confeccao de
inUmeros pratos quentes, sanduiches, pizzas, entre outros alimentos, que
visam explorar as suas propriedades para fatiamento e a sua facilidade de

derretimento (Queijos no Brasil, 2010).

2.1.3 Parametros exigidos em anédlises especificas para queijos

No caso especifico do queijo, os principais parametros analisados
envolvem métodos para determinacdao de pH, teor de gordura, fracdes
protéicas, acidos graxos volateis, acidos organicos, e porcentagem de
umidade e extrato seco total (Woodcock, Fagan et al., 2008). Portanto, essa
série de parametros fisico-quimicos deve ser levada em consideracao para a
aprovagao do alimento e sua posterior insergdao no mercado consumidor.
Para avaliar tais parametros, é de responsabilidade dos o¢rgaos
regulamentadores determinar quais as anadlises devem ser feitas para um

determinado alimento (Anvisa, 2010). No Brasil, estas analises devem:



e obedecer as exigéncias do Ministério da Saude

e estar de acordo com Programas de Garantia da Qualidade dos
laboratérios com comprovacao documentada

e seguir metodologias oficiais aceitas internacionalmente

e atender todos os tipos de diligéncias brasileiras
Todos estes rigorosos parametros atestam a credibilidade dos

resultados.

2.1.4 Analises realizadas pelo Instituto Mineiro de Agropecuaria - IMA

em queijos tipo mussarela

O Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA), 6rgdo estadual
responsavel por monitorar e fiscalizar varios produtos alimenticios de
origem animal e vegetal, e local de execugao do presente trabalho
determina para o queijo mussarela algumas analises em particular
(Rodriguez-Saona, Koca et al., 2006). Tais analises sao descritas abaixo:

e Determinacdo de gordura

Para determinacao do teor de gordura, amostras com massa entre
1,3 e 1,4 g foram moidas, homogeneizadas e pesadas diretamente em
butirometro de Van Gulik, especial para queijo, e devidamente
preenchido com 18 mL de H,SO, (d=1,605 g/cm?). Feito isso, adiciona-
se 1mL de Aalcool isoamilico e coloca-se o conteudo para agitacao
moderada e, por fim, deixa-o em banho-maria a 65 °C, até total
dissolucdo da amostra. Apds isso, os butirometros sdo entdao levados
para centrifuga por 5 min. O volume de gordura é medido diretamente

na escala do butirbmetro, e expresso em porcentagem.




Figura 1: Butirometro utilizado para determinacao de gordura.

e Determinacado de proteina

O conteudo de nitrogénio total dos queijos é determinado
empregando-se o método micro-Kjedahl, compreendendo fases de
digestao, destilacao e titulacao.

Na etapa de digestao, 0,1 g de queijo sdao pesados em tubos micro
Kjedahl e adicionado de 0,5 g de catalisador (sulfato cuprico e sulfato de
potassio) e 5 mL de acido sulfurico concentrado. Em seguida, a amostra
€ digerida por 1 h a temperatura de 250 °C e mais 1 h a 350 °C,
permanecendo na temperatura de 400 °C até finalizacdo da digestao.
Decorrido este tempo, esfria-se o tubo e adicionaram-se 10 mL de agua
destilada para iniciar a destilagao.

Para destilacdo, o tubo de micro-Kjedahl com o conteudo digerido é
adaptado ao sistema, neutralizando-se com aproximadamente 30 mL de
NaOH 30%. O destilado é entdo recolhido em erlenmeyer de 250 mL,
contendo 10 mL de acido bodrico 4% (m/V).

Finalmente, a titulacdo é realizada com H,SO, 0,01 mol L*, na
presenca de indicador misto, composto por vermelho de metila e azul de
metileno. O volume gasto sera utilizado para calculo de % de nitrogénio
total contido nas amostras de queijo e convertido a % de proteina
utilizando-se o fator 6,38 (fator de conversdo de nitrogénio para

proteina de leite e produtos lacteos).

Figura 2: Bloco digestor de proteina

e Determinacdo de extrato seco e umidade

O teor de extrato seco total é obtido gravimetricamente, utilizando

estufa convencional, enquanto que o teor umidade sera determinado por



diferenca. Para tal, 3 g de amostra de queijo foram colocadas em placa
de Petri contendo areia purificada, sistema este previamente seco e
tarado. Apds homogeneizacdo, a amostra é colocada em estufa a 102 °C
por 2 h. Em seguida as placas serao transferidas para dessecadores para
resfriamento e pesagem. Feito isso, as placas voltam para a estufa, onde
repetem o ciclo descrito anteriormente (porém com secagens de 1 hora)

até que as mesmas assumam peso constante.

e 04
=
Figura 3: Estufa utilizada na determinacao de umidade e

extrato seco

e Determinacao de cinzas

O conteudo de cinzas dos queijos é determinado a partir de 2 g da
amostra, as quais sao pesadas diretamente em cadinho de porcelana
previamente tarado. Em seguida, carboniza-se a amostra em chapa
aquecedora, de modo a se evitar o espalhamento e a perda da gordura.
Finalmente, a amostra sera colocada em mufla a 550 °C por intervalos
de 1h, sendo transferidos para dessecadores para resfriamento e
pesagem. Esse processo se repetira até que a amostra atinja peso

constante.

Figura 4: Mufla utilizada na determinagao de cinzas



e Determinacao do pH

Em um béquer de 50 mL pesa-se 20 g da amostra triturada de
gueijo, adicionando em seguida 20 mL de agua destilada. Apods
homogeneizagao o pH foi medido diretamente, utilizando-se pHmetro
digital.

Figura 5: pHmetro digital

Esses métodos podem gerar um de trabalho intensivo e altamente
caro, além de demandarem por analistas muito bem treinados (Woodcock,
Fagan et al., 2008). Portanto, estas técnicas nao sdo suficientemente
eficazes para satisfazer as necessidades atuais da industria de alimentos.
Além disso, o aumento da concorréncia dentro do setor alimenticio,
juntamente com as margens de lucro mais estreitas tém aumentado a
necessidade de melhorar a eficiéncia da linha de producdo, com reducao de
desperdicios e trabalho desnecessario (Woodcock, Fagan et al., 2008).

Entdo, além da necessidade do aumento da eficiéncia, ha uma
emergente necessidade de processamento de alimentos de modo que as
analises verifiguem os principais componentes e parametros de qualidade, e
em tempo real. O potencial de técnicas como espectroscopia de
infravermelho, aliado a uma visao computacional para cumprir essas

necessidades estdo sendo analisados (Woodcock, Fagan et al., 2008).

2.2 TECNICA UTILIZADA NO PRESENTE TRABALHO

2.2.1 Justificativa para o uso do infravermelho préximo



Os problemas acima listados e relacionados a demora e ao custo das
analises de queijos ndo sdo caracteristicas da técnica de espectroscopia de
infravermelho, sendo que o infravermelho préximo, visivel (VIS-NIR) pode
ser usado com baixo custo e como método rapido, fornecendo resultados de
varios parametros simultaneamente, e em poucos minutos. Por
conseguinte, uma enorme quantidade de tempo e dinheiro poderiam ser
economizadas e resultados mais confidveis poderiam ser conseguidos, se
esta técnica for utilizada (Rodriguez-Saona, Koca et al., 2006).

A espectroscopia NIR tem se mostrado uma técnica util para
quantificacao direta, rapida e ndo destrutiva dos principais componentes do
queijo (Rodriguez-Saona, Koca et al., 2006). Nos ultimos anos, o NIR tem
se tornado popular para controle de processos em muitas indUstrias, em
parte devido a relativa simplicidade dos equipamentos necessarios para
gravar um espectro. Ele foi avaliado como um método para medicdes
rapidas de umidade, proteina, gordura, lactose e outros constituintes em
produtos lacteos, incluindo soro de leite em pd, manteiga e queijos
(Rodriguez-Saona, Koca et al., 2006). Além disso, os coeficientes de
absorgdo relativamente baixos exibidos por muitas espécies na regiao NIR
implica que as amostras podem frequentemente ser analisada diretamente,

sem a necessidade de diluicao (Rodriguez-Saona, Koca et al., 2006).

2.2.2 Principios da espectroscopia NIR

O NIR corresponde a regidao do espectro eletromagnético que vai de
12800 a 4000 cm™ (Rocha, 2007). Durante o desenvolvimento do NIR, as
medidas inicialmente eram realizadas com fotOmetros e espectrofotdmetros
dispersivos, baseados em arranjos opticos com filtros e redes de difracao,
respectivamente, com configuracbes semelhantes as utilizadas em
espectrofotdbmetros que trabalham na regido do ultravioleta e visivel (UV-
VIS), ou mesmo em equipamentos que possuiam fonte e detectores que se
estendiam até essa regido. Atualmente, devido ao reconhecimento do
potencial da aplicacdo do NIR, principalmente para analises quantitativas,
equipamentos modernos, em sua maioria interferdometros com transformada

de Fourier, vém sendo desenvolvidos especificamente para analises nesta



regido e ja se encontram disponiveis com acessodrios para analise de
amostras sdlidas, liquidas e gasosas (Rocha, 2007).

Diferentes ligagdes moleculares absorvem em numero de onda
especifico na regido do infravermelho, e possui uma faixa espectral
conhecida como regidao de impressao digital. Os atomos em uma molécula
nunca estdao imdveis. Se, em um sistema, ha “N” atomos livres para se
movimentarem nas trés dimensdes, o sistema tera “3N” graus de liberdade
(Rocha, 2007).

Esses graus de liberdade correspondem aos diferentes modos
normais de vibracdo de uma molécula. Um modo normal de vibracao é
aquele em que cada nucleo realiza uma oscilagdo harménica simples em
torno de sua posicdo de equilibrio, todos os nucleos se movem com a
mesma freqiéncia e em fase e o centro de gravidade da molécula
permanece inalterado. Na pratica, nem sempre o niumero de modos normais
de vibracdo corresponde ao numero de bandas observadas no espectro.
Isso ocorre devido a existéncia de vibragcbes de mesma energia,
apresentando a mesma freqliéncia e, conseqlientemente, a mesma posicao
no espectro. Além das freqléncias associadas as vibragdes normais,
freqliéncias adicionais podem aparecer no espectro, resultantes dos
seguintes fatores: (Rocha, 2007)

e Sobretons - bandas com valores de freqiéncia correspondentes a
multiplos inteiros daqueles das vibragdes normais. Por exemplo, seja

X o valor da freqliéncia de um dado modo normal de vibragdo, os

sobretons vao aparecer com valores aproximados de 2X, 3X, etc.

e Bandas de combinacdo - sdao combinacgdes lineares das freqiéncias
normais ou multiplos inteiros destas. Por exemplo, sejam a e b
valores de freqliéncia de modos normais de vibragao, podem ocorrer
as bandas de combinacao (a + b), (a - b), (a + 2b), etc.

As atividades dos sobretons e das bandas de combinagao podem ser
deduzidas pela teoria de grupos. Em todos os casos, as intensidades dessas
bandas serdo menores quando comparadas com as dos modos normais. As
vibracdes moleculares podem ser classificadas em deformagdo axial (ou
estiramento) e deformacdo angular, podendo ser simétricas ou

assimétricas. As vibracdes angulares podem ainda ser classificadas como no



plano ou fora do plano. Os tipos de vibracao para a molécula de agua sao

mostrados na figura 1 (Rocha, 2007).

ye
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Estiramento Estiramento Deformacio angular
assimeétrico simétrico ( assimétrica fora do plano)

Ve 7 N\ £y N
LN 2 &

Defon}la_g:ﬁo angular Deformacfo angular Deformacio angular
( assimétrica no plano) (simétrica no plano)  (simétrica fora do plano)

Figura 6: Diferentes tipos de vibracao para a molécula de agua.

Considerando a energia da radiacao eletromagnética na faixa do NIR,
essa possui energia suficiente para excitar sobretons e combinacdes de
vibracbes moleculares a altos niveis de energia. Logo é usada na medida
quantitativa de grupos funcionais organicos, especialmente O-H, N-H, e
C=0 (Rocha, 2007).

Porém, uma desvantagem da técnica, é provavelmente, a baixa
sensibilidade a constituintes menores em uma determinada amostra

(Rodriguez-Saona, Koca et al., 2006).

2.2.3 Espectroscopia no infravermelho por Reflectancia Difusa

Na espectroscopia de reflectancia no infravermelho préximo, a
amostra sélida finamente moida é irradiada com uma ou mais bandas
estreitas de radiacdo com comprimento de onda na faixa do NIR (12800 -
4000 cm-1) (Rocha, 2007).

Ocorre reflectédncia difusa, na qual a radiacdo penetra na camada
superficial das particulas, excita modos vibracionais da molécula do analito
e &, entdo, espalhada em todas as direcbes. Um espectro de reflectancia
gue depende da composicdo da amostra &, assim, produzido. Instrumentos
para medidas de reflectancia difusa estdo disponiveis, podendo ser desde

fotdmetros de filtro até equipamentos baseados na transformada de Fourier.
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Normalmente, as medidas de reflectancia difusa sao feitas em dois ou mais
comprimentos de onda para cada espécie de analito que estd sendo
determinada. A figura 2 mostra um esquema de uma medida por

reflectancia difusa utilizando esfera de integracao (Rocha, 2007).

Fewe de TV

‘ ‘ * Amostra
Fonte de Infravermelho (TV) Detector

Figura 7: Esquema de medida por reflectancia difusa.

As paredes internas da esfera de integragcao da figura 2, que
circundam a amostra, sao recobertas com um material que reflete a
radiacao difusamente de modo quase perfeito, como sulfato de bario. A
radiacao refletida pela amostra chega aos detectores apds multiplas
reflexdes nas paredes da esfera. Isto faz com que a esfera seja iluminada
uniformemente, de modo que a posicdo do detector ndo seja critica,
contudo, uma vez que a radiagcao difusa se espalha por toda a esfera, a
intensidade do sinal registrada pelo detector € menor que os obtidos por
outros acessorios em que a radiacao chega diretamente no detector (Rocha,
2007).

2.2.4 Aplicacdes da espectroscopia NIR

As primeiras aplicacOes analiticas desta técnica ocorreram no final da
década de 50, sendo que a primeira aplicacdo importante foi na década de
60, quando Karl Norris iniciou o seu emprego no estudo de matrizes
complexas de origem natural, como, produtos agroindustriais (Simoes,
2008). A partir deste momento, o interesse pela espectrometria NIR cresceu
notavelmente e esta técnica foi reconhecida como uma poderosa
ferramenta para analises quantitativas e qualitativas de parametros

quimicos e fisicos. Sua propagacao nos varios ramos da industria pode ser
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atribuida principalmente a sua habilidade para processar amostras sélidas
com minima ou nenhuma manipulacdo analitica e a sua compatibilidade
com sondas de fibra dptica como transmissores de sinais, 0s quais
permitem analises in situ e on line (Simoes, 2008).

Por essas caracteristicas, o uso da espectrometria NIR atualmente é
uma realidade nos mais variados setores da cadeia produtiva, sendo
empregada diretamente na linha de produgao, no controle de qualidade de
matérias primas e produtos, podendo ser aplicada as amostras dos mais
variados tipos, tais como produtos da industria de farmacos, de polimeros,
de produtos petroquimicos, agricolas em geral e produtos alimenticios
(Simoes, 2008).

De modo mais especifico, talvez a principal aplicacdo do
infravermelho seja a anadlise quantitativa de misturas de compostos. Como
o valor de absorbancia de uma banda de absorcdo é proporcional a
concentracdo do componente, a quantidade de um composto presente em
uma amostra pode ser determinada através de uma curva de calibracao
(absorbancia X concentracdo) construida a partir de amostras com
concentracdes conhecidas do composto em questdao. No entanto, quanto
mais complexa é a amostra, ou seja, quanto maior o numero de espécies
presentes na matriz, mais dificil se torna a construcdo de uma calibracao
univariada confidvel, sendo necessario lancar mao de calculos estatisticos
mais complexos, que permitam a utilizagdo de varios comprimentos de onda
para determinacdao de uma Unica propriedade, obtendo-se, assim, uma

calibragao multivariada (Karoui, Mouazen et al., 2006).

2.3 PROPOSTA ALTERNATIVA DE ANALISE PARA ALGUNS
PARAMETROS

2.3.1 Descricdo da proposta de analise do presente trabalho
Como visto em itens apresentados anteriormente, os métodos
convencionais / oficiais (“métodos de bancada”) para analises de

parametros fiscais em queijos tipo mussarela sao onerosos e demandam

muito tempo. Portanto, o objetivo do presente trabalho é determinar um
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método alternativo para quantificar tais parametros, de modo mais barato e
rapido.

Para isso, o Instituto Mineiro de Agropecuaria dispde a cerca de trés
anos de um equipamento de Infravermelho com Transformada de Fourier, e
se o0 mesmo for utilizado em comprimentos de onda na regido do visivel e
infravermelho préximo, pode gerar dados rapidos e precisos para as
analises desejadas.

Com o intuito de comprovar a eficiéncia deste equipamento, este
trabalho ira comparar os resultados por ele obtidos e os obtidos pelo
método convencional para trés parametros basicos neste tipo de andlise:

e Teor de gordura

e Porcentagem de umidade

e Porcentagem de extrato seco

De posse de todos os resultados, sera avaliada a eficiéncia da técnica
NIR, e caso essa seja comprovada, alguns parametros de confiabilidade,

tais como repetitibilidade e reprodutibilidade também serdo analisados.

2.3.2 Comparativo de tempo e custos

Como justificativa para a execugao deste trabalho, uma tabela
comparativa de tempo e custos em ambos os métodos (método
convencional e utilizando a técnica NIR) foi montada e apresentada a
seguir, lembrando que em ambos os casos, as amostras ja estariam prontas
para analise.

Como ird se perceber através desta tabela, as analises utilizando a
técnica NIR sdo vantajosas em todos os sentidos comparados, sendo assim,

plausiveis.

13



Tabela 1: Comparativo de tempo, vidrarias, reagentes e custos para

ambos os métodos

TEMPO GASTO PARA ANALISE DE 10 AMOSTRAS

Método Convencional Técnica NIR
Teor de gordura Porcentagem de umidade e Teor de | Porcentagem
extrato seco gordura | de umidade
e extrato
seco
Preparo da 40 min. 60 min. _ _
amostra
Analise da 150 min. Cerca de 3 dias. 5 min.
amostra
Divulgagao Imediato Cerca de 30 minutos para Imediato
dos calculos
Resultados

VIDRARIAS, REAGENTES E EQUIPAMENTOS UTILIZADOS PARA ANALISE DE 10 AMOSTRAS

Método Convencional Técnica NIR
Teor de gordura Porcentagem de umidade e Teor de | Porcentagem
extrato seco gordura | de umidade
e extrato
seco

10 butirbmetros

10 Placas de Petri

180 mL de H2504

10 BastOes de vidro

10 mL de Alcool Isoamilico

250g - areia purificada

02 Banhos-maria

Estufa

10 Placas de Petri

especificas para o NIR

CUSTOS PARA ANALISE DE DEZ AMOSTRAS

Método Convencional Técnica NIR
Teor de gordura Porcentagem de umidade e Teor de | Porcentagem
extrato seco gordura | de umidade
e extrato
seco
Reagentes, Butirbmetros Areia purificada (R$325,00) +
materiais, (R$300,00) + Placas de Petri e Bastdes de Placas de Petri para
vidrarias H2S04 e élcool Vidro NIR
isoamilico
Consumo Uso de Uso de resisténcias em estufas Uso de equipamentos
de energia centrifugas de baixo consumo
elétrica
Custo do R$48,00 R$380,00 R$7,50 R$7,50
analista

Obs.: O valor gasto com o analista equivale a R$ 15,00/hora.
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3 METODOLOGIA

3.1 DESCRICAO DO METODO
3.1.1 Recebimento e preparo da amostra

A amostra a ser analisada através da técnica NIR passou pelos
mesmos procedimentos de coleta, recebimento, armazenamento e preparo
que as demais amostras a ser analisadas pelos métodos convencionais
passaram. Isso significa que todas as amostras recebidas pelo IMA sao
amostras fiscais (logo seus resultados requerem confiabilidade e
seguranca), devidamente numeradas e armazenadas em geladeiras
proprias, desde o dia do recebimento até o dia da analise.

No que se refere ao processamento da amostra, sao retirados
pedacos que representem toda a superficie da mesma, e estes sdo levados
a trituradores que reduziram a espessura do queijo a granulos pequenos (é
importante lembrar que ndao deve ocorrer o contato direto da pele com as
amostra, sendo necessario que todo o procedimento aconteca com o auxilio
de luvas descartaveis). A partir dai, todas as amostras sdo armazenadas em
recipientes individualizados e devidamente fechados, sendo importante que
as analises comecem imediatamente apo6s o preparo.

Feito isso, distribui-se o queijo por toda a Placa de Petri especifica
para o equipamento NIR, de modo que o fundo da mesma esteja totalmente

recoberto. Assim, a amostra ja se encontra pronta para analise.
3.1.2 Método desenvolvido para analise

O estudo foi realizado em um espectrometro PERKIN ELMER
PRECISELY, modelo Spectrum 400 FT-IR/FT-NIR. Para determinar as
resultados de uma amostra, é necessario que no equipamento se tenha um
banco de dados contendo todos os valores de referéncia (valores obtidos
pelo método convencional) e os espectros associados a cada uma dessas

amostras. Assim o aparelho faz uma relagao valor/espectro e pode entdao
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predizer novos valores para aqueles queijos em que se tenha apenas o
espectro.

O método desenvolvido no equipamento para a execucao do trabalho
recebeu o nome de Método A, e seus parametros foram determinados a
partir de correlagdes explicadas no item 3.2. Suas descricoes foram

apresentadas na tabela abaixo:

Tabela 2: Descricao do Método A

Método Amostra Analista Numero de Numero de Quantificagdo do
parametros amostras no parametro

banco de dados

A Queijo Breno 5 34 A partir da altura

Mussarela Wilker maxima

Os parametros analisados, bem como seus aspectos de calibragao
estao na tabela a seguir:

Tabela 3: Parametros analisados a partir do Método A

Parametro Faixa de A (cm™) Erro médio associado as
predicdes
Umidade 5299,75 a 5020,15 2,67
Extrato Seco 7219,14 a 6727,96 2,74
Gordura Umida 1 4370,28 a 4226,70 2,71
Gordura Umida 2 5851,39 a 5609,07 2,74
Gordura Umida 3 8345,09 a 8178,84 2,73

Como se pode perceber, para determinar o teor de gordura presente
na amostra, verificou-se a possibilidade de utilizacdo de trés regides
diferentes do espectro. Esse aspecto sera explicado posteriormente.

Por fim, deve-se entdo ser apresentada uma tabela contendo todos
os valores de referéncia (determinados a partir do método convencional)
para os parametros analisados neste trabalho das 34 amostras presentes no

banco de dados. Tal tabela constara apenas com carater informativo.
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Tabela 4: Valores dos parametros analisados para as amostras do

banco de dados

Amostra Umidade Extrato seco Gordura 1 Gordura 2 Gordura 3
000409 | 47.60 g/100g 52.40 g/100g 21.48¢/100g | 21.489/100g | 21.48g/100g
001409 47.32 g/100g 52.68 g/100g 21.65 g/100g 21.65 g/100g 21.65 g/100g
003609 49.56 g/100g 50.44 g/100g 23.40 g/100g 23.40 g/100g 23.40 g/100g
004409 | 49.81 g/100g 50.19 g/100g 21.919/100g | 21.91¢/100g | 21.91 g/100g
005409 45.72 g/100g 54.28 g/100g 23.46 g/100g 23.46 g/100g 23.46 g/100g
005609 | 48.68 g/100g 51.32 g/100g 24639/100g | 24.639/100g | 24.63 g/100g
013409 | 43.64 g/100g 56.36 g/100g 25.850/100g | 25.859/100g | 25.85 g/100g
013809 | 44.79 g/100g 55.21 g/100g 26.07¢g/100g | 26.07g/100g | 26.07 g/100g
015609 | 47.64 g/100g 52.36 g/100g 27.76¢/100g | 27.76 g/100g | 27.76 g/100g
020409 | 43.50 g/100g 56.50 g/100g 29.749/100g | 29.749/100g | 29.74 g/100g
020809 | 50.70 g/100g 49.30 g/100g 24.949/100g | 24.949/100g | 24.94 g/100g
021009 | 47.81g/100g 52.19 g/100g 27.08¢/100g | 27.089/100g | 27.08 g/100g
027409 | 42.32g/100g 57.68 g/100g 27.109/100g | 27.109/100g | 27.10 g/100g
028009 | 48.03 g/100g 51.97 g/100g 27.580/100g | 27.589/100g | 27.58 g/100g
041409 | 47.05g/100g 52.95 g/100g 26.66 g/100g | 26.66 g/100g | 26.66 g/100g
042009 51.63 g/100g 48.37 g/100g 23.18 g/100g 23.18 g/100g 23.18 g/100g
064609 43.81 g/100g 56.19 g/100g 30.02 g/100g 30.02 g/100g 30.02 g/100g
127809 49.94 g/100g 50.06 g/100g 24.47 g/100g 24.47 g/100g 24.47 g/100g
141009 43.24 g/100g 56.76 g/100 28.99 g/100g 28.99 ¢g/100g 28.99 g/100g
142809 47.58 g/100g 52.42 g/100g 22.60 g/100g 22.60 g/100g 22.60 g/100g
144609 48.60 g/100g 51.40 g/100g 23.26 g/100g 23.26 g/100g 23.26 g/100g
145209 43.32 g/100g 56.68 g/100g 29.94 g/100g 29.94 g/100g 29.94 g/100g
147009 44.44 g/100g 55.56 ¢/100g 26.00 g/100g 26.00 g/100g 26.00 g/100g
149009 49.63 g/100g 50.37 ¢g/100g 24.69 ¢/100g 24.69 g/100g 24.69 g/100g
154209 48.26 g/100g 51.74 g/100g 26.84 ¢/100g 26.84 ¢/100g 26.84 g/100g
004809 | 48.42g/100g 51.58 g/100g 23.059/100g | 23.059/100g | 23.05 g/100g
007609 | 43.56 g/100g 56.44 g/100g 30.259/100g | 30.25¢/100g | 30.25 g/100g
017809 | 44.80 g/100g 55.20 g/100g 28.499/100g | 28.49¢/100g | 28.49 g/100g
066409 | 42.10 g/100g 57.90 g/100g 28.629/100g | 28.62¢/100g | 28.62 g/100g
141209 | 45.55 g/100g 54.45 g/100g 29.119/100g | 29.11¢/100g | 29.11 g/100g
144209 | 50.05 g/100g 49.95 g/100g 23.179/100g | 23.17¢/100g | 23.17 g/100g
153609 | 43.80 g/100g 56.20 g/100g 25.129/100g | 25.12¢/100g | 25.12 g/100g
090409 | 46.07 g/100g 53.93 g/100g 25.709/100g | 25.709/100g | 25.70 g/100g
097209 | 46.53 g/100g 53.47 g/100g 27.679/100g | 27.67¢/100g | 27.67 g/100g
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3.2 DETERMINAGCAO DAS REGIOES DE ABSORCAO PARA CADA

PARAMETRO ANALISADO

Para determinar qual regido do espectro seria correspondente aos

parametros analisados no presente trabalho, executou-se a leitura de

alguns compostos aleatérios, os quais permitiram conclusdes importantes a

cerca das energias absorvidas pelas moléculas que caracterizam umidade e

teor de gordura.

Para determinar a regidao na qual a molécula de dgua absorve, e, por

consequéncia, a regiao associada a umidade e extrato seco da amostra,

foram colhidos os seguintes espectros:
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Como se pode perceber, ocorre a diminuicdo mais acentuada na

altura dos picos listados acima na regidao de comprimento de onda préximo

a 5050 cm™. Como a Unica diferenca entre os espectros do mesmo

composto é a secagem e retirada da umidade, conclui-se que estes picos,

que tiveram sua altura maxima reduzida, correspondem a regides de

absorcao para a molécula de agua. Para a determinacdo da regido que

corresponde a porcentagem de extrato seco, verificou-se as regides dos

espectros acima que tiveram menores decréscimos em sua absorgdo, uma

vez que tal regido estd presente em todos os espectros (independente do

gue esteja sendo analisado) e portanto s6 pode ser associada a massa seca.

Com relagdo a regido que caracterizaria as moléculas de lipideos, e

consequentemente, o teor de gordura das amostras, tem-se:

0
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Verifica-se a partir destes espectros (todos de matérias que contém
grandes quantidades de gordura), que existem trés regides que sempre
coexistem (além das regides que caracterizam umidade e extrato seco).
Tais regides estdo associadas a absorcdao de energia das moléculas de
lipideos presentes nas amostras, portanto relacionam-se ao teor de gordura
da mesma.

Nota-se também que os espectros de tocinho e bacon ratificam as
regides determinadas anteriormente para porcentagens de agua e extrato
seco, uma vez que compartilham das mesmas caracteristicas vistas e

explicadas anteriormente.
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4 INTERPRETAGCAO DOS RESULTADOS

4.1 APRESENTAGAO DOS RESULTADOS

O presente trabalho tinha como objetivo principal comparar dois
métodos analiticos para determinacdo e quantificacdo da porcentagem de
umidade, extrato seco e gordura em amostras de queijo tipo mussarela,
bem como realizar testes de repetitibilidade e reprodutibilidade para ambos

0s métodos.
4.1.1 Resultados para os testes de repetitibilidade e reprodutibilidade

Os resultados encontrados para a amostra na qual os testes de
repetitibilidade e reprodutibilidade estao dispostos a seguir, assim como os
espectros gerados a partir da técnica NIR.

Teste de Repetitibilidade

Tabela 5: Resultados de repetitibilidade para o método convencional

Amostra 0196 Teste de Repetitibilidade
Método Convencional
Umidade % Extrato seco % Gordura Umida
%
43,69 56,31 26,35
Data de 43,62 56,38 27,15
execugao: 43,63 56,37 26,37
10/05/2010 43,45 56,55 27,15
43,65 56,35 26,38
43,74 56,26 26,65
43,69 56,31 26,28
Valor médio 43,64 56,36 26,62
Desvio Padrao 0,093 0,093 0,381
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Tabela 6: Resultados de repetitibilidade para o NIR.

Amostra Teste de Repetitibilidade
0196 Método NIR
Umidade % Extrato seco Gordura 1 % Gordura 2 % Gordura 3 %
%
Valor Erro Valor Erro Valor Erro Valor Erro Valor Erro
Datade 1= o671 5,42 | 52,85 | 556 | 25,54 | 5,39 | 25,28 | 5,66 | 25,22 | 5,75
execugao:
10/05/10 46,85 | 5,45 | 52,69 | 5,66 | 25,32 | 5,46 | 25,20 | 5,77 | 25,24 | 5,73
46,81 | 5,44 52,71 5,65 25,37 | 5,44 | 25,21 | 5,75 | 25,26 | 5,71
46,79 | 5,43 | 52,74 | 5,63 | 25,39 | 5,44 | 25,22 | 5,73 | 25,26 | 5,72
46,81 | 5,44 | 52,71 | 5,65 | 25,36 | 5,45 | 25,21 | 5,75 | 25,25 | 5,72
46,77 | 5,43 | 52,71 | 5,65 | 25,38 | 5,44 | 25,15 | 5,81 | 25,13 | 5,86
46,88 | 5,46 | 52,63 | 5,71 | 25,27 | 5,49 | 25,13 | 5,83 | 25,19 | 5,79
Valor 46,80 | 5,44 | 52,72 | 5,64 | 25,38 | 5,44 | 25,20 | 5,76 | 25,22 | 5,75
médio
Desvio 0,067 | 0,013 | 0,067 | 0,045 | 0,083 | 0,030 | 0,049 | 0,056 | 0,047 | 0,054
Padrao

Obs.: como verificado acima, os valores obtido para teor de gordura foram

muito préximos (com variacdes sempre de ordens a niveis decimais),

independentemente da faixa de A trabalhada.

Espectros encontrados para a amostra 000196, para o teste de

repetitibilidade:
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Tabela 7:

convencional

Teste de Reprodutibilidade

Resultados de Reprodutibilidade para o método

Amostra 0196

Teste de Reprodutibilidade

Método Convencional

Data de Umidade % Extrato seco % Gordura Umida
execugao: %
10/05/2010 43,64 56,36 26,62
11/05/2010 44,98 55,02 26,75
12/05/2010 44,89 55,11 26,66
13/05/2010 44,81 55,19 26,18
14/05/2010 45,20 54,80 25,62
Valor médio 44,70 55,30 26,37
Desvio Padrao 0,612 0,612 0,472

Tabela 8: Resultados de Reprodutibilidade para o método NIR.

Amostra Teste de Reprodutibilidade
0196 Método NIR
Data de Umidade % Extrato seco Gordura 1 % Gordura 2 % Gordura 3 %
execugao: %
Valor Erro Valor Erro Valor Erro Valor Erro Valor Erro
10/05/2010 | 46,80 | 5,44 | 52,72 | 5,64 | 25,38 | 5,44 | 25,20 | 5,76 | 25,22 | 5,75
11/05/2010 | 46,96 | 5,48 | 52,56 | 5,77 | 25,18 | 5,53 | 25,07 | 5,91 | 25,13 | 5,86
12/05/2010 | 46,61 | 5,42 | 52,87 | 5,55 | 25,62 | 5,37 | 25,22 | 5,73 | 25,08 | 5,91
13/05/2010 | 46,81 | 5,44 | 52,62 | 5,72 | 25,33 | 5,46 | 25,04 | 5,94 | 25,06 | 5,94
14/05/2010 | 46,63 | 5,42 | 52,79 | 5,60 | 25,57 | 5,38 | 25,14 | 5,82 | 25,04 | 5,97
Valor 46,76 | 5,44 52,71 566 |2542 | 544 | 25,13 | 5,83 | 25,11 5,89
médio
Desvio 0,144 | 0,024 | 0,125 | 0,089 | 0,180 | 0,065 | 0,079 | 0,091 | 0,072 | 0,086
Padrao

Obs.: Os valores para os resultados de analise do dia 10/05/2010 para o

teste de reprodutibilidade foram dados a partir da média dos valores

encontrados para o teste de repetitibilidade realizados no mesmo dia.
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Espectros encontrados para a amostra 0196, para o teste de
reprodutibilidade:
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Figura 32: Espectro 08 para a amostra 0196

Figura 24: Espectro 09 para a amostra 0196
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Fig

ura 25: Espectro 10 para a amostra 0196

4.1.2 Resultados para as demais amostras analisadas

A fim de comparar outras amostras e garantir a capacidade do

método NIR de executar tais anadlises com confiabilidade, foram executadas

outras medigdes em mais quatro amostras diferentes, originando as tabelas

apresentadas abaixo, bem como os seus respectivos espectros:
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Tabela 9: Resultados de Umidade e Extrato Seco para outras

amostras
Método Convencional Método NIR
Amostra Umidade Extrato Seco Umidade (%) Extrato Seco
(%) (%) (%)
Valor | Erro Valor Erro
0056 46,38 53,62 46,24 | 5,51 | 53,78 5,51
0152 47,42 52,58 46,81 | 5,44 | 52,76 5,62
0154 46,36 53,64 46,75 | 5,43 | 53,18 5,43
0169 46,46 53,54 47,14 | 5,58 | 52,72 5,65

Tabela 10: Resultados de Gordura Umida para as outras amostras

Método

Convencional

Método NIR

Amostra | Gordura (%) | Gordura 1 (%) | Gordura 2 (%) | Gordura 3 (%)
Valor Erro Valor Erro Valor Erro

0056 27,95 26.51 | 5.48 | 26.29 | 5,50 | 26.15 | 5.43
0152 23,40 25.41 | 543 | 25.34 | 5.62 | 25.29 | 5.68
0154 26,47 25.66 | 5.36 | 25.72 | 5.40 | 25.52 | 5.50
0169 27,33 25.10 5.57 25.32 5.64 25.44 5.55

Espectros encontrados para as amostras listadas acima:
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Figura 27: Espectro para a amostra 0056

Figura 28: Espe

ctro para a amostra 0152
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Figura 30: Espectro para a amostra 0169

- Figura 29: Espectro para a amostra 0154

4.2 ANALISE DOS RESULTADOS

4.2.1 Comparativo de resultados e discussdao dos mesmos para todas
as analises executadas

Apds apresentados todos os resultados, serdao demonstradas algumas

tabelas comparando diretamente os resultados encontrados pelo método

convencional e pelo método NIR, e suas posteriores discussdes:

11: Comparativo de resultados para o teste de

Tabela

Repetitibilidade referente a amostra 0196, com execuciao em

10/05/2010

Umidade (%) Extrato Seco (%) Gordura (%)
Método Método NIR Método Método NIR Método Método NIR

Convencional Convencional Convencional

Valor | Desvio | Valor | Desvio | Valor | Desvio | Valor | Desvio | Valor | Desvio Valor Desvio
Padrdao | Médio | Padrao | Médio Padrao

Médio | Padrdo | Médio | Padrdo | Médio | Padrdo | Médio
0,060

26,62 | 0,381 | 25,27

0,093 | 52,72 | 0,067

43,64 | 0,093 | 46,80 | 0,067 | 56,36
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Tabela

12: Comparativo de resultados para o teste de

Reprodutibilidade referente a amostra 0196, com execucao em 10,
11, 12,13 e 14/05/2010

Umidade (%) Extrato Seco (%) Gordura (%)
Método Método NIR Método Método NIR Método Método NIR
Convencional Convencional Convencional
Valor | Desvio | Valor | Desvio | Valor | Desvio | Valor | Desvio | Valor | Desvio | Valor | Desvio
Médio | Padrdo | Médio | Padrdo | Médio | Padrdo | Médio | Padrdo | Médio | Padrdo | Médio | Padrdo
44,70 | 0,612 | 46,76 | 0,144 | 55,30 | 0,612 | 52,71 | 0,125 | 26,37 | 0,472 | 25,22 | 0,110

e Testes de repetitibilidade e reprodutibilidade: com base nestes

testes, pode-se concluir que o método NIR se mostra mais
preciso que o método convencional, uma vez que todos os
desvios padrdes obtidos pelo primeiro foram menores que os
obtidos pelo segundo. Isso pode ser justificado pela
incorporagao de uma maior variabilidade de erros humanos na
execucao das analises pelo método convencional, assim como
uma maior variabilidade de erros associados aos
equipamentos, reagentes e vidrarias utilizadas.

Por exemplo, para o teste de porcentagem de umidade e
extrato seco, tém-se erros associados a perda de material por
manipulagdao, por pesagens em balancas mal calibradas, ou
por ganho de umidade devido ao acondicionamento em
dessecadores em mas condicdes de uso. J& quanto a analise
do teor de gordura, tem-se os erros derivados da preparagao
dos reagentes utilizados, vidrarias mal aferidas e erros de

leituras dos analistas.
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Tabela 13: Comparativo de resultados para as amostras 0056, 0152,

0154 e 0169
Método Convencional Método NIR

Umidade (%) Extrato Seco Gordura (%) Umidade Extrato Seco | Gordura (%)
Amostra (%) (%) (%)

Valor Erro Valor Erro Valor Erro Valor | Erro | Valor | Erro | Valor | Erro

Aceito Aceito Aceito

0056 46,38 | 6,96 | 53,62 | 7,89 | 2795 | 4,19 | 46,24 | 5,51 | 53,78 | 5,51 | 26,32 | 5,47
0152 47,42 | 7,11 52,58 | 7,89 | 23,40 | 3,51 | 46,81 | 5,44 | 52,76 | 5,62 | 25,35 | 5,58
0154 46,36 | 6,95 | 53,64 | 8,05 | 26,47 | 3,97 | 46,75 | 5,43 | 53,18 | 5,43 | 25,63 | 5,42
0169 46,46 | 6,97 | 53,54 | 8,03 | 27,33 | 4,10 | 47,14 | 5,58 | 52,72 | 5,65 | 25,29 | 5,59

Obs.: Os resultados colocados nas tabelas 11, 12 e 13 para os valores de

gordura, bem como seus erros e desvios padroes foram determinados a

partir da média aritmética dos resultados das Gorduras 1, 2 e 3 para as

respectivas amostras.

Os erros associados aos valores obtidos pelo método convencional

expressos na tabela 13 sdao determinados pela legislacdo brasileira, que

aceita uma variacao de até 15% nos resultados oficias fiscais liberados pelo

IMA.

e Teste para as demais andlises / amostras: com relagdo aos

testes comparativos para as demais amostras (amostras 0056,

0152, 0154 e 0169), pode-se verificar que todos os resultados

encontrados para o método NIR se apresentam dentro da

faixa de erro associada ao método oficial fiscal /método

convencional (vide Tabela 13), portanto atribui-se a essa nova

metodologia a capacidade de realizar ensaios de amostras de

queijos mussarela de forma mais rapida e econémica, porém

sem perca de confiabilidade
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5. CONCLUSAO

As andlises de queijo mussarela sao rotineiras no Laboratério de
Anadlises Fisico-Quimicas do IMA, porém apresentam métodos muito
onerosos e demorados de analise.

Portanto, neste trabalho foi testada uma metodologia alternativa
(elaborada para o presente trabalho) que possibilitasse a execugao de
analises de queijos mussarela, de forma mais rapida e econdmica que a
metodologia convencional.

De acordo com os resultados obtidos, verificou-se que a técnica NIR
apresenta alto potencial para esse tipo de anadlise, sendo mais precisa que a
técnica oficial até entdo adotada, uma vez que nela observaram-se menores
desvios padrdes em relacdo ao método convencional.

No que se diz respeito a confiabilidade do método, todos os
resultados obtidos a partir da técnica NIR se apresentaram dentro da faixa
de erro permitida pela legislacao quando comparados com os resultados
obtidos pelo método convencional.

Portanto, pode-se propor a metodologia utilizando espectroscopia de
infravermelho proximo como plausivel para testar as analises propostas no

presente trabalho.
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