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Introducgao

Nos ultimos anos, o aumento de consciéncia por parte dos consumidores em relacdo a
composicdo e processamento dos alimentos resultou numa necessidade de controlar as
declaracdes de rotulagem. A rotulagem incorreta de alimentos representa fraude comercial. E
importante estabelecer que espécies de elevado valor comercial ndo sejam substituidas,
parcialmente ou na integra, por outras de menor valor. A avaliacdo de autenticidade de
produtos lacteos é uma questdo importante no que diz respeito aos interesses do consumidor,
ndo apenas de um ponto de vista econdmico, mas também relativamente a necessidades
médicas, alergias alimentares ou praticas religiosas. As adulteragdes mais comuns na industria
dos laticinios sdo a substituicao de leite de elevado valor por leite de vaca ndo declarado ou a
auséncia de leite de espécies declaradas. Desta forma, a identificacdo da origem do leite é um
fator muito importante no fabrico de queijo, especialmente de queijos produzidos a partir de
uma espécie pura ou daqueles com Denominacdo de Origem Protegida (DOP). Além disso,
alguns queijos sdo produzidos com quantidades definidas de cada tipo de leite (Borkova &
Snaselova, 2005; Golinelli et al., 2014; Zarei et al., 2016). A DOP foi definida pela Comissdo
Europeia em 2013 como sendo uma designacdo que cobre produtos agricolas ou géneros
alimenticios produzidos, processados e preparados numa area geografica especifica, usando
um conhecimento de processo reconhecido (Dias & Mendes, 2018).

Os métodos analiticos utilizados para a identificacdo de espécies e autenticacdo de
alimentos dependem principalmente da analise de proteinas e DNA. Os métodos baseados na
anadlise de proteinas incluem ensaios imunoldgicos (Costa et al., 2008; Dvorak et al., 2016) e
técnicas eletroforéticas e cromatograficas (Ferreira & Cagote, 2003; Mayer, 2005). Mais
recentemente, as moléculas de DNA tém sido alvo para a identificagdo de espécies em
alimentos devido a sua elevada estabilidade em comparagdo com proteinas e também devido
a sua presenca na maioria dos tecidos biolégicos (Pascoal et al., 2005). A maioria dos métodos
baseados em DNA para a identificacdo de espécies em alimentos consiste na amplificagdo
especifica de um ou mais fragmentos de DNA por meio de reagdao em cadeia da polimerase
(PCR). Esta técnica apresenta um alto potencial devido a sua rapidez, simplicidade,
sensibilidade e especificidade. A amplificagdo por PCR baseia-se na hibridagcdao de
oligonucledtidos especificos (primers) e sintese in vitro de milhdes de cépias flanqueadas por
estes primers (Bintsis et al., 2008). A amplificagdo especifica de um fragmento seguida por
eletroforese em gel de agarose para verificar o tamanho do fragmento é a estratégia mais

simples de PCR para avaliar a presenca de uma espécie. Os métodos de confirmacdo adicionais
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e/ou anadlise de fragmentos podem ser realizados por digestdo dos fragmentos com
endonucleases de restricago (PCR-RFLP) (Abdel-Rahman & Ahmed, 2007), técnicas de
sequenciacdo de fragmentos (NGS) (Ribani et al., 2018), amplificacdo simultanea de dois ou
mais fragmentos com diferentes pares de primers (multiplex PCR) (Bottero et al., 2003;
Cottenet et al., 2011; De et al., 2011; Rentsch et al., 2013), e andlise de conformacao
polimérfica de cadeia simples (PCR-SSCP) (Csikos et al., 2016). Esta ultima técnica baseia-se na
mobilidade em eletroforese dos fragmentos amplificados em cadeia simples e na sua
conformacdo. Outras estratégias utilizadas para a identificacdo de espécies em alimentos
incluem a andlise de DNA polimdrfico amplificado aleatoriamente (RAPD) (Cunha &
Domingues, 2017), o qual envolve a utilizagdo de primers arbitrarios Unicos e curtos, e a
analise de Sequéncias Simples Repetidas (SSR), também conhecidas como microssatélites.

Desde que Lipkin et al. (1993) verificaram que as células somaticas presentes no leite
podem ser utilizadas como fonte de DNA, varios métodos de PCR foram desenvolvidos para
avaliacdo da autenticidade de produtos lacteos, permitindo a identificacdo de diferentes
origens (vaca, cabra, ovelha e bufalo) (Lopez-Calleja et al., 2005; Guo et al., 2018). Devido ao
facto de DNA amplificavel poder ser obtido a partir de leites sujeitos a tratamento térmicos,
tais como, leite pasteurizado, ultra-pasteurizado e em po (Miloradovic et al., 2018), é possivel
detetar por técnicas de PCR adulteragdes em queijos por substituicdo parcial ou total de leite
de espécies ndo declaradas. Apesar de terem ja sido desenvolvidos véarios métodos de PCR
para autenticacdo de produtos lacteos, estes focam-se na diferenciacdo inter-espécie, sendo
que a diferenciagdo intra-espécie continua a ser um desafio. Neste sentido, o uso de
ferramentas bioinformaticas que permitam identificar marcadores moleculares que poderdo
ser usados na diferenciagao intra-espécie tem-se tornado cada vez mais importante.

O estudo do contelddo mineral em amostras de leite e seus derivados tem-se mostrado
relevante, pois permite obter informag¢des acerca dos nutrientes e dos seus beneficios para a
saude ou ainda identificar possiveis marcadores de qualidade para a prote¢do e avaliagao de
determinados produtos (Lante et al., 2006). Além disso, tém sido desenvolvidos estudos na
tentativa de relacionar a alimentacdo animal, as condigdes ambientais e o processo de fabrico
com a distribuicdo dos elementos quimicos em queijos (Coni et al., 1996; Levkov et al., 2017).
A técnica analitica de Espectrometria de Emissdo Atémica por Plasma Acoplado Indutivamente
(ICP-OES, do inglés, Inductively Coupled Plasma - Atomic Emission Spectrometry) tem sido
usada para a quantificacdo de elementos em amostras de queijos de vaca e ovelha (Lante et

al., 2006; Kira & Maihara, 2007; Gonzalez-Martin et al., 2009; Bakircioglu et al., 2011;
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Schoenfuss et al., 2014; Mlanuelian et al., 2017). Esta técnica baseia-se no pressuposto de que
atomos e ides conseguem absorver energia e, deste modo, permitir que os eletrées passem do
estado fundamental a um estado excitado. No caso do ICP-OES, a energia gerada que causa
excitacdo nos eletrdes provém do calor gerado num plasma de Argon. A detecdo é feita
guando os atomos excitados perdem energia e transitam para um estado de energia mais
baixo, emitindo luz a um comprimento de onda especifico, sendo que a quantidade de luz que
é libertada é proporcional ao numero de atomos. Por fim, através da aplicagdo da Lei de Beer-
Lambert é possivel calcular a concentragdo de um dado elemento (Boss & Fredeen, 2004).

Os objetivos desta tarefa na Iniciativa ProDop incluiram a aplicagdo de metodologias
genéticas para identificar os marcadores moleculares em amostras de queijos, de modo a
conseguir diferenciar um queijo Serra da Estrela genuino de um adulterado. Neste sentido,
foram realizadas analises com amostras de queijo Serra da Estrela genuino e adulterado, bem
como amostras de queijo de outras origens (em particular, de cabra e vaca). E de referir que se
realizou uma analise de caraterizacdo do conteido mineral de queijos de diferentes
produtores da regido da Serra da Estrela no fim do periodo normal de maturagao por ICP-OES,
com o objetivo de avaliar a viabilidade desta técnica para relacionar a origem de queijos DOP

com o seu conteudo mineral.
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Execucao da tarefa

Para a execugdo da tarefa 1.2 da Iniciativa ProDop a UM teve um papel principal e
fundamental no que respeita a identificacdo dos marcadores moleculares e otimizacao para
utilizacdo em amostras de queijo. Apds a identificacdo dos primers especificos de cada raca em
amostras de leite, a UM aplicou as mesmas metodologias da tarefa 1.1 nas amostras de queijo,
otimizando as técnicas para a sua aplicagdo em amostras de queijo. Adicionalmente, a BLC3
efetuou, em paralelo, ensaios complementares para averiguar as varidveis de qualidade que
distinguem um queijo da Serra da Estrela DOP de outro queijo. Neste sentido, os ensaios
complementares realizados foram: atividade de 4gua, pH, acidez titulavel, gordura, textura e
FTIR. Além da determinacdo de parametros de qualidade do queijo também se fez uma
pesquisa exaustiva na literatura técnico-cientifica, ao nivel do perfil de aminoacidos e
gorduras. Esta investigacdo servirda para num futuro proximo desenvolver técnicas de
determinacdo de aminodcidos e gorduras que distingam facilmente o queijo da Serra da

Estrela DOP genuino dos adulterados.

e Ensaios genéticos

Amostras de queijo

Diferentes amostras de queijos foram fornecidas pela BLC3, incluindo queijo de vaca
(QV), queijo Serra da Estrela (SE), queijo ovelha curado Queijos Fraga (FR), queijo ovelha
curado Alvoco (AL), queijo ovelha curado Queijaria dos Lobos (QL) e queijo ovelha curado

Paulo Rogério (PR).

Analise molecular de DNA

Métodos de extracdo de DNA de amostras de queijo

O método usado para extrair DNA a partir de amostras de queijo foi o mesmo que foi
utilizado no ambito da tarefa 1.1., para a extracdo de DNA a partir de amostras de leite:
método fenol-cloroférmio modificado, realizado de acordo com Cunha et al. (2016). A extragdo
de DNA de queijo foi iniciada por homogeneizacédo de 0,2 g de amostra em 1 mL de 4dgua ultra-
pura. Foram adicionados ao homogeneizado ou a 1 mL de leite 0,5 mL da solucgdo clarificante
(Tabela 1). A amostra foi misturada por inversdo (10 vezes) e centrifugada a 13000 rpm numa
microcentrifuga durante 5 min. O resultado foi um pellet de células e um sobrenadante

transparente coberto por uma camada de gordura. O sobrenadante e a camada superior foram
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cuidadosamente removidos, e o pellet de células foi ressuspendido em 860 pL de tampdo de
extracdo (Tabela 1), 100 pL de hidrocloreto de guanidina 5 M e 20 ul de Proteinase K 20
mg/mL. As amostras foram incubadas durante a noite a 55 °C, e arrefecidas a temperatura
ambiente. Foram adicionados 500 uL de fenol-cloroférmio-isoamilalcool (25:24:1) (AppliChem)
ao lisado, seguido de centrifugacdo a 13000 rpm durante 15 min. Foi obtido um sobrenadante
aquoso transparente (500 pL), do qual foi precipitado o DNA por adicdo de 1 mL de dlcool
absoluto gelado, seguida de centrifugacdo a 13000 rpm durante 30 min. O sobrenadante foi
descartado e o pellet deixado a secar. O DNA foi ressuspendido em 30 uL de agua ultra-pura, e
a concentragdo determinada utilizando um espectrofotémetro NanoDrop 1000 (Thermo

Scientific).

Tabela 1. Solugdes usadas na extragdo de DNA de queijo através do método fenol-cloroférmio modificado

Solugdo clarificante Tampao de extragdao
10 mM Tris-HCl pH 7.5
0,25 M EDTA pH 8.0 150 NaCl
0,5 % Triton X-100 2mM EDTA pH 8.0
1% SDS

Procedeu-se ainda a amplificagdo usando o primer RAPD GLA-19 em amostras de queijos
de diferentes produtores da regido da Serra da Estrela (Figura 1), pois foi importante avaliar a
eficacia de detecdo de adulteracdo contendo leite da raga ‘Mocha’ em amostras de queijo, e,
desta forma, ser possivel identificar amostras de queijos contendo leite de ragas adulterantes.

Analisando os resultados obtidos em relacdo a amplificacdo, ndo se verificou a presenca
da banda de 350 pb carateristica da raga ‘Mocha’, indicando que estes queijos poderdo conter
apenas leite da raca ‘Bordaleira Serra da Estrela’ (Figura 1). A falta/incerteza da informacdo
acerca da produgdo dos queijos testados (veracidade da sua ndo adulteragdo, raca de origem
do leite utilizado para a adulteragdo, p.e.) e a dificuldade em obté-la ndo permite averiguar a
capacidade dos primers desenvolvidos para detetarem a utilizagdo de leite da raga ‘Mocha’ em
amostras de queijos DOP. Para obter esta confirmagao, seria necessario produzir queijos em
laboratério de modo a ter-se total conhecimento da sua composicdo em termos da origem do

leite.
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Figura 1. Gel de agarose 1,5 % da analise por RAPD a partir de amostras de queijos de diferentes produtores da
regido da Serra da Estrela utilizando o primer GLA-19. Para esta analise foi utilizado o DNA proveniente da extragdo
com fenol-cloroférmio. MM, marcador molecular; C-, controlo negativo; 1, queijo ovelha curado Alvoco (AL); 2,
queijo ovelha curado Queijaria dos Lobos (QL); 3, queijo ovelha curado Queijos Fraga (FR); 4, queijo Serra da Estrela
(SE; DOP); 5, queijo ovelha curado Paulo Rogério (PR).

As amostras de DNA extraido das diferentes amostras de queijos foram ainda
amplificadas usando os primers SCAR CR-GLA19 usados anteriormente para amplificar DNA
extraido de amostras de leite (Figura 2).

Pela analise SCAR verificou-se a amplificacdo de uma banda ténue com cerca de 244 pb
para as amostras de DNA extraidas dos queijos Alvoco, Queijaria dos Lobos e queijo Serra da
Estrela (Figura 2). Apesar das bandas serem ténues, este resultado desperta dividas em
relacdo a composicdo dos queijos. Além disso, a dete¢do de uma banda com cerca de 350 pb
em 3 das 5 amostras de queijos testadas (Queijo Alvoco, Queijaria dos Lobos e Paulo Rogério)
poderda ser uma banda a analisar (sequenciacdo), pois poderd até ser especifica da raca
‘Bordaleira Serra da Estrela’. No entanto, este resultado teria de ser confirmado analisando

maior quantidade de queijos cuja composi¢ado fosse totalmente conhecida.

MM 1 2 3 4 5 C-
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1000
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700
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Figura 2. Gel de agarose 1,5 % da analise por SCAR a partir de amostras de queijos de diferentes produtores da
regido da Serra da Estrela, utilizando os primers CR-GLA-19_Fw e CR-GLA-19_Rv. Para esta andlise foi utilizado o
DNA proveniente da extracdo com fenol-cloroférmio. MM, marcador molecular; C-, controlo negativo; 1, queijo
ovelha curado Alvoco (AL); 2, queijo ovelha curado Queijaria dos Lobos (QL); 3, queijo ovelha curado Queijos Fraga
(FR); 4, queijo Serra da Estrela (SE; DOP); 5, queijo ovelha curado Paulo Rogério (PR).
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e Espectrometria de Emissdo Atomica por Plasma Acoplado Indutivamente (ICP-OES,

do inglés, Inductively Coupled Plasma - Atomic Emission Spectrometry)

Instrumentacao
O ICP-OES da marca PERKIN ELMER, modelo OPTIMA 8000, foi usado neste trabalho

para determinar o conteddo mineral em amostras de queijos de diferentes produtores da
regido da Serra da Estrela e um queijo ndo DOP, de modo a tentar comparar a sua composicao
guimica e estabelecer uma potencial relagdo com a sua origem. Os elementos analisados e o
respetivo comprimento de onda estdo listados na Tabela 2. O digestor de micro-ondas em
vasos fechados da marca BERGHOF, modelo Speedwave 4, foi usado para mineralizar as
amostras de queijo. Para andlise dos microelementos, utilizou-se o nebulizador U-5000AT+

Ultrasonic Nebulizer.

Tabela 2. Elementos analisados por ICP-OES e respetivo comprimento de onda

Elemento Comprimento de onda de emissdo (nm)

Ca 396,847
Na 588,995

P 213,618
Mg 280,271

K 766,490
Al 308,213
Sr 421,552
Zn 213,859
As 228,811
Ba 233,527
Mn 257,610
Co 238,892
Cu 324,752
Cr 267,716
Fe 239,562
Ni 221,648
Pb 220,356
Se 196,027

Reagentes e quimicos

Todos os produtos quimicos usados foram de grau analitico. Todo o plastico e vidro
foram limpos por imersdo em &cido nitrico 5 % (p/p) e foram enxaguados com dgua destilada
antes de usar. O acido nitrico (65 %, p/p) foi fornecido pela Riedel-de Haén™ (Honeywell) e o

perdxido de hidrogénio (30 %) foi fornecido pela Panreac AppliChem.
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Preparacdo de amostras

As amostras de queijo, que se encontravam armazenadas a -20 °C, foram colocadas a
105 °C durante 8 h. Este passo permitiu facilitar a mineralizacdo da matriz organica e, ao
mesmo tempo, reduzir a diluicdo dos minerais nos restantes componentes das amostras. As
amostras de queijo secas foram esmagadas com a ponta de uma espatula até a obtencdo de
um po fino. Uma aliquota de 0,4 g de pds de cada um dos queijos foi transferida para vasos de
Teflon (DAP-60*), a qual se adicionou 7 mL de acido nitrico 65 % (p/p) e 1,5 mL de perdxido de
hidrogénio 30 % (p/v). Agitou-se a mistura e esperou-se 10 min antes de fechar os vasos. As
amostras foram posteriormente mineralizadas usando o procedimento de digestdo descrito na

Tabela 3. Todas as digestdes foram preparadas em duplicado.

Tabela 3. Procedimento de temperatura aplicado no digestor

Pressao Tempo de rampa Tempo de Power
Passo Temperatura (°C) . . .
(bar) (min) aquecimento (min) (%)
1 145 30 2 5 70
2 170 30 5 10 80
3 190 35 2 15 90
4 50 25 1 10 0

Os vasos foram arrefecidos automaticamente durante 20 min a seguir ao programa de
digestdo estar completo. Apds mineralizagdo, as amostras foram diluidas 130 vezes para
andlise dos macro elementos e 6,5 vezes para andlise dos microelementos, através da
transferéncia para um baldo volumétrico de 10 mL e o volume foi perfeito com dgua ultrapura
desionizada. O procedimento de limpeza dos vasos de digestdo foi realizado no sistema de
digestdo por micro-ondas usando 10 mL de acido nitrico 65 % (p/p) e de seguida foi realizada

uma lavagem final com 25 mL de dgua ultrapura.

Curvas de calibracdo

As curvas de calibragdo para macro e microelementos foram preparadas a partir de uma
solugdo padrdo a 100 mg/L contendo seleneto de sédio (elemento Se), acido fosfdrico
(elemento P) e uma Multi-Element Standard Solution (Perkin Elmer; contendo os restantes
elementos a analisar). A solucdo padréo foi diluida para concentragdes de 0,5, 2,5, 5,0, 7,5 e 10

mg/L para os macro elementos e 0,0025, 0,005, 0,01, 0,05 e 0,1 mg/L para os microelementos.
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Andlise estatistica

Os dados de concentracdao do conteddo mineral foram convertidos em mg por Kg de
amostra e estes foram submetidos a uma ANOVA de uma via, usando o software GraphPad
Prism 7.0.

A composicdo mineral (macro e micro) de queijos de diferentes produtores da regido da
Serra da Estrela e de um queijo ndo DOP da regido da Beira Baixa, analisada por ICP-OES,
encontra-se descrita na Tabela 4. Atualmente ndo existe acordo entre autores em relacdo a
quantidade de minerais presente normalmente em leite e seus derivados, pois os valores sao
dependentes dos métodos analiticos utilizados, quer na preparacao das amostras (digestdes)
quer no equipamento de ICP e de detecdo. De notar que o facto de as amostras de queijo
terem sido secas antes de digeridas facilitou o processo de digestdo dos compostos organicos.

Analisando os resultados obtidos por ICP-OES (Tabela 4) verificou-se que os elementos
para os quais existem diferencas estatisticamente significativas entre o valor de quantidade no
queijo ndo DOP e os valores nos queijos DOP (Queijo SE, Queijo AL, Queijo PR, Queijo FR,
Queijo QL) sdo Ca, Na, Mg, Al, Sr, Zn, Mn e Cu. De entre estes elementos destacam-se o Sr, o
Zn e o Mn, devido ao facto das diferencas destes elementos entre o queijo ndo DOP e os
gueijos DOP serem mais significativas do que no caso dos restantes elementos. O elemento
Mn apresentou a maior diferenca significativa (p<0,0001) entre o queijo ndo DOP e o queijo
DOP Serra da Estrela, de entre todos os elementos analisados, indicando que podera ser um
dos elementos a ser usado na diferenciacdo de queijos. No entanto, para comprovar este
resultado sera necessario repetir a analise de todos os elementos em amostras de outros
gueijos DOP e nao DOP, tendo sempre em consideragdo a origem do leite usado no fabrico
desses queijos.

As quantidades de Ca, Na, P, Mg, K e Se obtidas para todos os queijos analisados vao de
encontro aos valores descritos por Manuelian et al. (2017) para o queijo italiano Pecorino; os
restantes elementos apresentam valores proximos daqueles descritos por Coni et al. (1996)
para um queijo de ovelha produzido com leite da regido de Umbria (Itdlia), exceto no caso dos
elementos Cr e Ni, que apresentam valores, em média, cerca de 22 vezes superiores aos
descritos por estes autores.

Analisando especificamente a distribuicdo de alguns metais pesados (como por
exemplo, Co, Cu, Cr, Ni, Pb, As, Se e Zn) nos queijos DOP e no queijo ndo DOP verifica-se que as
diferencas de quantidade foram praticamente negligencidveis para a maioria dos elementos,
exceto no caso do Zn que apresentou uma quantidade cerca de 3,5 vezes superior no queijo
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ndo DOP. Este elementc_> podera ser usado para uma eventual distincdo entre queijos DOP e
ndao DOP, no entanto, sera necessario analisar mais replicados de amostras destes e outros
gueijos para comprovacao deste resultado.

Apds a andlise da composicdao mineral dos cinco queijos de diferentes produtores da
regido da Serra da Estrela e de um queijo ndo DOP da regido da Beira Baixa, concluiu-se que
elementos como o Sr, o Zn e o Mn apresentaram as diferengas mais significativas entre o
gueijo ndo DOP e os queijos DOP do que os restantes elementos. Estes resultados indicam que
estes elementos sdo potenciais elementos a serem usados na diferenciacdao de queijos. Assim,
conclui-se que o ICP-OES mostrou ser uma técnica util e sensivel na determinagao de minerais
(macro e microelementos) em amostras de queijos, apesar da preparagdo das amostras se ter

mostrado morosa (cerca de 1 dia).
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Tabela 4. Quantificagdo (em mg /Kg de peso fresco) de minerais em diferentes queijos DOP da regido da Serra da Estrela e um queijo ndo DOP. Os valores apresentados indicam a média de
duas réplicas independentes e o respetivo desvio padrdo. A ANOVA de uma via realizada foi feita comparando os valores obtidos para cada queijo de ovelha DOP com o queijo de ovelha ndo
DOP (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001)

Mineral

Ca
Na
P
Mg
K
Al
Sr
Zn
As
Ba
Mn
Co
Cu
Cr
Fe
Ni

Pb
Se

Queijo de ovelha ndo DOP

10025,415 + 841,811
11086,945 + 228,398
3332,237 + 176,564
437,374 £0,211
10,153 + 0,289
10,752 + 0,405
6,882 + 0,156
22,422 + 3,555
0,231 40,041
1,615 +0,118
0,525 + 0,007
0,223 0,047
2,057 0,200
0,486 + 0,033
2,294 £ 0,052
0,281 + 0,006

0,461 + 0,052
0,599 + 0,042

»

Queijo SE
13394,210 £ 49,937
9888,467 + 128,890
4217,551 + 135, 813

811,484 + 88,262*
1268,540 + 198,624
28,592 £ 4,834**
14,365 + 0,000
74,311 + 6,354%**
0,151 £ 0,003
1,836 + 0,265
1,449 + 0,066****
0,147 £ 0,006
0,936 + 0,104**
0,580 + 0,046
13,398 £ 4,834
0,397 £0,035

0,390 + 0,100
0,568 + 0,034

PROGRAMA DE
DESENVOLVIMENTO

RURAL

Queijo AL
11450,190 + 134,807
9832,799 + 5,807 *
3827,434 £ 26,295
807,479 + 36,465 *
975,024 + 23,343
19,890 £ 2,210
13,398+ 0,414
54,836 + 7,044**
0,154 £ 0,007
1,818 £ 0,073
0,754 £ 0,042*
0,151 £ 0,005
0,942 + 0,070**
0,660 £ 0,178
10,359 + 4,282
0,370 £ 0,072

0,415+ 0,061
0,567 + 0,029

i

PORTUGAL

2020

Queijo PR

14960,840 + 1846,138 *

9758,033 + 75,066*
4479,100 + 780,842
749,881 + 103,456 *
862,176 + 178,458
16,851 + 2,210
23,619 + 1,243**
78,731 + 0,276%**
0,172 + 0,003
3,028 £0,172*
0,825 + 0,038*
0,161 + 0,007
2,304 + 0,160
0,557 + 0,002
7,321+ 0,414
0,335 + 0,026

0,478 + 0,074
0,564 + 0,016

* o
* *
* *
* *

* 4 K

Queijo FR

17163,090 + 842,887**

10912,250 + 545,905
5250,285 + 148,051*
822,258 + 41,299*
1220,334 + 342,412
17,404 + 0,553
32,045 + 5,249%**
70,858 + 1,243%**
0,166 + 0,009
2,884 £ 0,617
0,828 + 0,068*
0,160 + 0,005
1,459 + 0,134
0,559 + 0,018
7,044 £ 0,138
0,330 + 0,017

0,463 + 0,085
0,593 + 0,039
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Queijo QL
13947,430 £ 611,637
8702,782 + 93,574**
4646,257 + 132,413

809,827 + 55,388 *
1566,338 + 290,615
21,133 £ 2,072
13,260+ 0,276
69,753 £ 1,243%**
0,156 £ 0,002
1,505+ 0,011
0,889 £ 0,002**
0,157 £ 0,002
0,622 +0,104**
0,530 £ 0,076
9,254 £ 0,691
0,324 £ 0,063

0,464 + 0,018
0,564 + 0,004
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e Ensaios quimicos

Analise de gordura

No dia anterior a realizacdo dos ensaios quimicos, mais concretamente para a analise de
gordura, colocaram-se na estufa tubos de Falcon (3 amostras x 3 réplicas) a temperatura de
105 °C. No dia seguinte, retiraram-se os tubos de Falcon e foram colocados no exsicador
durante 1 hora e posteriormente pesados.

Para a preparacdo das amostras de queijo, comecgou-se por pesar, em tubos de Falcon,
0,5 g de queijo desidratado (105 °C) e triturado. Adicionou-se 4,5 ml de H,O e a mistura foi
homogeneizada num ultraturrax. Apds a homogeneizacdo e ja na Hotte, foram adicionados 0,5
ml de hidréxido de amdnia (NH4OH) e aplicou-se o vértex em todas as amostras. De seguida,
adicionaram-se de 2,5 ml de acido cloridrico (HCI), aplicou-se o vdrtex e colocaram-se os tubos
de Falcon num banho de 4gua a ferver durante 20 minutos. Ao fim desse tempo, retiraram-se
os tubos de Falcon e deixou-se arrefecer.

Para a preparacao das amostras de agua destilada, pesou-se em tubos de Falcon 5 g de
agua destilada. Apds a preparacdo de todas as solucdes, adicionaram-se 5 mL de dlcool etilico,
12,5 mL de éter etilico e 12,5 mL de éter de petrdleo a cada solucdo. Entre as adicées dos
reagentes, aplicou-se o vdrtex em todas as amostras, de forma a garantir uma boa
homogeneizacdo e apds a agitacdo abriram-se ligeiramente as tampas para aliviar a pressao.
Centrifugaram-se as amostras a 600 rpm durante 60 s e separaram-se as fases, sendo que as
fases superiores foram colocadas nos tubos de Falcon secos no dia anterior e estes foram
colocados em banho-maria de forma a evaporar os reagentes.

No que diz respeito as fases inferiores, adicionaram-se a cada solugdo 2,5 mL de dlcool
etilico, 7,5 mL de éter etilico e 7,5 mL de éter de petrdleo. Centrifugaram-se as amostras a 600
rom durante 60 s e separaram-se as fases, sendo que as fases superiores foram adicionadas
aos tubos de Falcon em banho-maria e estes foram colocados novamente em banho-maria. Foi
novamente adicionado as fases inferiores 7,5 mL de éter etilico e 7,5 mL de éter de petrdleo,
centrifugaram-se as amostras a 600 rpm durante 60 s e separaram-se, novamente, as fases,
sendo que as fases superiores foram adicionadas aos tubos de Falcon em banho-maria e estes
foram colocados novamente em banho-maria. Apds a evaporagdo dos reagentes, os tubos de
Falcon foram transferidos para uma estufa a 105 °C até peso constante. No dia seguinte,
retiraram-se os tubos de Falcon da estufa, foram colocados num exsicador durante o tempo
necessario até arrefecerem e, posteriormente foram pesados. Para o calculo da % de gordura

utilizou-se a Equacao 1.
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(Tubo de falcon com gordura — Tubo de faleon vazio) — peso médio da dgua 100 Equagdo 1
Peso inicial da amostra

U Gordura =

Humidade

No dia anterior a realizacdo da analise, colocaram-se os cadinhos na estufa a
temperatura de 105 °C para estabilizar o seu peso. No dia da analise, colocaram-se os cadinhos
no interior de um exsicador a temperatura ambiente, durante uma hora para arrefecerem.
Pesaram-se os cadinhos e colocou-se 2 gramas de amostra de queijo e registaram-se as
respetivas massas. Os cadinhos foram colocados durante 2 h na estufa a 105 °C. Retiraram-se
os cadinhos para um exsicador, deixou-se arrefecer e foram pesados. Os cadinhos foram
colocados novamente na estufa durante 1 horas, retirados para um exsicador, deixou-se a
arrefecer e foram pesados novamente. Repetiu-se este processo até a massa aumentar. Para o

calculo da % de sdlidos totais utilizou-se a Equagdo 2.

) (w; —w) —(w, —w)
Q =
Humidade (%) s —w) X 100 Equagdo 2

Cinzas

Para a analise de cinzas foram utilizadas as amostras ja secas da analise do teor de
humidade. Procedeu-se a calcinacdo dos cadinhos com as amostras, na mufla a 550 °C, até a
obtencdo de um residuo branco, aproximadamente 4 horas apds a mufla ter atingido 550 °C.
De seguida, colocaram-se os cadinhos num exsicador até arrefecerem e foram pesados

novamente. Para o cdlculo da % de cinzas utilizou-se a Equagao 3.

100 = (Massa do cadinho vazio — Massa do cadinhe com cinzas)
(Massa do cadinho com amostra— Massa do cadinho vazio)

% Cinzas = Equagdo 3

Atividade de dgua

Para a determinacdo da atividade da dgua utilizou-se um medidor de atividade da dgua
laboratorial. Para tal, colocou-se uma pequena porg¢do das amostras de queijo no recipiente
que pertence ao medidor, e este foi inserido no equipamento e iniciou-se a leitura da atividade

de agua.

pH
Para a medicdo do pH foi necessario proceder a preparagao prévia de amostras de
queijo. Comegou-se por triturar 10 gramas de queijo e misturou-se com 105 ml de dgua a
temperatura de 40 °C. Apds a homogeneiza¢do da solucdo, deixou-se assentar e filtrou-se. As
20
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amostras foram arrefecidas até a temperatura ambiente e medido o pH através de um

equipamento medidor do pH.

Acidez tituldvel

Para a determinacdo da acidez tituldvel utilizou-se 25 ml das mesmas solu¢des da
medicdo do pH e um titulador automatico, Titroline 6000 da S.l. Analytics (Alemanha), onde se
definiu o pH do ponto de viragem de 8,3. A solucao foi titulada com uma solucao de hidréxido
de sddio 0,1 N. Para o calculo da % de humidade utilizou-se a Equagao 4.

o acidez— VX Fxo0x0,1 Equacdo 4
10 m

Onde,

V = Volume gasto de NaOH 0,1 N; F = Fator de correcao da solucdo de hidroxido de sédio a 0,1

N (volume tedrico/volume real); 0,1 = normalidade da solucdo de NaOH; 90 = equivalente

grama de acido latico (acido predominante); m = massa de amostra em gramas.

Textura

A medicdo da textura foi efetuada com um texturémetro CT3 Brookfield equipado com a
sonda cilindrica de mm. O teste utilizado foi o modo TPA (texture profile analyser) de acordo
com as condicBes exibidas na Tabela 5.

Os queijos foram cortados em cubos com 21,0 £ 0,1 mm de altura e 18,0 £ 0,1 mm de

largura e deixados a temperatura ambiente.

Tabela 5. Condigbes de teste para analisar a textura de amostras de queijo

Velocidade pré-teste 5 mm/s

Velocidade teste 5 mm/s
Teste de alcance de fratura 1%
Alcance 50%

Forga 0,98%
Tempo 5s

FTIR

A determinacgdo dos espetros de infravermelho por FTIR para os queijos, produzidos com
leite de variadas origens (queijo de ovelha, queijo de mistura, queijo de vaca, queijo de cabra),
foi efetuada com espetrometro de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

(Shimadzu, Japdo) acoplado de um acessdrio de reflexdo total atenuada (ATR) (Shimadzu,
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Japado). Para cada analise a amostra foi irradiada com radiacao de infravermelho de 4000 a 500

cm?, no modo de transmitancia.

Resultados
e % Gordura

O estudo da percentagem de gordura em queijos foi efetuado em dois ensaios
separados. No primeiro ensaio foram analisados um queijo de vaca amanteigado (Queijos
Tavares, S.A., regido Seia) e um queijo de ovelha curado (Queijos Tavares, S.A., regido Seia). Ja
no segundo ensaio foram analisados um queijo de cabra (Queijos Lagos, regido de Seia) e um
queijo de mistura, produzido através da mistura leite de ovelha, vaca e cabra (Continente,
SONAE). Os resultados destes ensaios encontram-se apresentados na Tabela 6.

Através da andlise da Tabela 6, é possivel verificar que em amostras diferentes do
mesmo queijo de vaca amanteigado (QV), os valores determinados da percentagem de
gordura variaram mais do que seria o esperado entrem si. Os restantes queijos apresentaram
variacdes menores. Contudo, comparando os quatro queijos, foi possivel observar uma ligeira
diferenciacdo entre eles, sendo que o queijo de mistura (QM) apresentou uma percentagem
de gordura menor e bem distinta dos restantes trés queijos. Posto isto, a gordura podera ser

um bom parametro fisico-quimico para distinguir queijos de diferentes origens animais.

Tabela 6. Resultados dos ensaios para determinagdo da gordura em queijos de ovelha curado, vaca amanteigado,
cabra curado e mistura (leite de ovelha, vaca e cabra)

Ensaio 1 Ensaio 2
2P © . 2 P © .
Amostra % Gordura ik e Desvlo Amostra % Gordura L Desv:o
Gordura padrao Gordura padrao
Agua1l 0,0020 Agua1l 0,1297
Agua 2 0,0097 0,0052 0,0033 Agua 2 0,1766 0,1814 0,0442
Agua3 0,0040 Agua3 0,2377
Qvli 45,3260 Qci1 37,2362
Qv 2 38,9033 39,6949 4,3111 QcC2 38,3033 38,3679 0,9515
Qvs3 34,8554 Qc3 39,5643
QOC?1 36,4758 aQmM*1 28,0005
QO0C2 41,7589 40,0923 2,5599 QaQm 2 30,2694 29,8982 1,4223
QoC3 42,0423 Qv 3 31,4246
1 Tubo de Falcon do queijo de vaca
2Tubo de Falcon do queijo de cabra
3 Tubo de Falcon do queijo de ovelha curado
4Tubo de Falcon do queijo de mistura (leite de ovelha, vaca e cabra)
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e Humidade

A analise da humidade foi efetuada aos quatro queijos simultaneamente e os resultados
estdo apresentados na Tabela 7. Pelos resultados apresentados foi possivel observar que a
percentagem de humidade diferiu entre os diferentes queijos, sendo que o queijo de ovelha
curado (QOC) apresentou uma maior percentagem de humidade e o queijo de mistura (QM)
foi o queijo com menor percentagem de humidade. Pela analise das réplicas de todas as
amostras foi possivel observar grandes variacGes dentro da mesma amostra nos queijos de
vaca (QV), cabra (QC) e mistura (QM), pelo que seria adequado repetir o ensaio, de forma a
compreender se estas variagcdes ocorrem por instabilidade dos queijos ou ainda se ocorrerao
porque as amostras foram recolhidas de diferentes zonas dos queijos, isto €, zona mais interior

ou zona mais proxima da casca.

Tabela 7. Resultado do ensaio para determinacdo da humidade em queijos de ovelha curado (QOC), vaca
amanteigado (QV), cabra curado (QC) e mistura (QM) (mistura de leites de ovelha, vaca e cabra)

Amostra % Humidade Média % humidade Desvio-padrao
1 38,9163
QocC 2 40,9756 40,4237 1,0786
3 41,3793
1 37,9808
Qv 2 35,4067 41,5357 6,9277
3 51,2195
1 33,8095
Qc 2 36,7647 33,4075 2,9192
3 29,6482
1 32,0388
o]}V 2 28,3654 31,4585 2,3251
3 33,9713
e (inzas

A analise das cinzas foi efetuada aos quatro queijos simultaneamente, com as amostras
desidratadas apds a andlise da humidade (Tabela 8). Pela analise dos resultados da Tabela 8
foi possivel verificar que o queijo de ovelha curado foi o queijo com maior percentagem de
cinzas, seguido do queijo de cabra, queijo de vaca e por ultimo queijo de mistura. Apesar da
visivel distincdo nas médias de cada queijo, quando analisadas as réplicas de cada um, foi
possivel verificar uma disparidade entre réplicas da mesma amostra de queijo e valores

proximos de réplicas de amostras diferentes, como por exemplo, a percentagem de cinzas da
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amostra dois do queijo de ovelha curado (QOC) e as amostras dois e trés do queijo de vaca
amanteigado (QV). Assim, seria aconselhdavel a repeticdo desta andlise para comprovagao dos

resultados obtidos.

Tabela 8. Resultados do ensaio para determinagdo das cinzas em queijos de ovelha curado (QOC), vaca
amanteigado (QV), cabra curado (QC) e mistura (QM) (mistura de leites de ovelha, vaca e cabra)

Amostra % Cinzas Média % cinzas Desvio padrao
10,4839

8,2645 10,4511 1,7722
12,6050

6,2016

8,1481 7,4499 0,8848
8,0000

9,3525

11,6279 9,3744 1,8311
7,1429

5,0000

7,3826 5,8183 1,1065
5,0725

QocC

Qv

Qc

Qv

W N B W N PFP WNRPR WNPR

e Atividade de dgua
A andlise da atividade de agua (aw) foi efetuada aos quatro queijos, utilizando um
equipamento laboratorial. Pela analise dos resultados (Tabela 9) foi possivel verificar que a Aw
foi diferente nos diferentes queijos, sendo maior no queijo de mistura e menor no queijo de
ovelha curado. Foi ainda possivel observar que os valores da a, entre réplicas variaram
insignificantemente, fazendo da atividade da dgua um bom pardmetro fisico-quimico para

distincdo de queijos produzidos com diferentes tipos de leite.

Tabela 9. Resultados dos ensaios para determinagdo da atividade da agua (aw) em queijos de ovelha curado (QOC),
vaca amanteigado (QV), cabra curado (QC) e mistura (QM) (mistura de leites de ovelha, vaca e cabra)

Amostra aw Média aw Desvio padrao
0,914

0,917 0,914 0,002
0,912

0,932

0,921

0,927 0,929 0,004
0,932

0,932

QoC

Qv

u A WN P WN P
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1 0,927
QcC 2 0,924 0,926 0,001
3 0,927
1 0,948
(o0])Y/] 2 0,941 0,943 0,004
3 0,940
e pH

A analise do pH foi efetuada aos quatro queijos utilizando um aparelho medidor de pH e
os resultados estdao apresentados na Tabela 10. Analisando a tabela é possivel constatar uma
diferenciacdo entre os valores do pH para os diferentes queijos, sendo maior no queijo de
cabra e menor no queijo de mistura. E ainda possivel observar que os valores do pH entre
réplicas variam insignificantemente, fazendo do pH um bom pardmetro fisico-quimico para

distincdo de queijos produzidos com diferentes tipos de leite.

Tabela 10. Resultados do ensaio para determinagdo do pH em queijos de ovelha curado (QOC), vaca amanteigado
(QV), cabra curado (QC) e mistura (QM) (mistura de leites de ovelha, vaca e cabra).

Amostra pH Média do pH Desvio padrao
5,53

5,50 5,51 0,01
5,51

5,74

5,82 5,79 0,04
5,82

5,96

5,95 5,95 0,01
5,94

5,30

5,26 5,27 0,02
5,25

Qoc

Qv

Qc

(o]}V]

W N R W NR WNR®W®NBRL

e Acidez tituldvel
A anadlise da acidez titulavel foi efetuada aos quatro queijos. Pela andlise dos resultados
(Tabela 11) foi possivel verificar que a acidez titulavel variou nos diferentes queijos, exceto
entre o queijo de ovelha curado (QOC) e o queijo de vaca amanteigado (QV). O maior valor de
acidez titulavel foi obtido no queijo de mistura (QM) e o menor no queijo de cabra (QC). Como
ja referido, entre o QOC e o QV a percentagem de acidez titulavel ndo apresentou uma

diferenga significativa. No entanto, a semelhanga do referido para outros parametros
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analisados, seria interessante a repeticdo deste ensaio e com diferentes amostras de queijo
feito com leite de ovelha e de queijo de leite de vaca, para que esta diferenca possa ser

explicada.

Tabela 11. Resultados do ensaio para determinagdo da percentagem de acidez tituldavel em queijos de ovelha
curado (QOC), vaca amanteigado (QV), cabra curado (QC) e mistura (QM) (mistura de leites de ovelha, vaca e
cabra).

Média da % acidez

Amostra % Acidez titulavel titulével Desvio padrao

1 11,32325

QocC 2 10,50360 10,9803 0,3477
3 11,11402
1 11,56920

Qv 2 10,35080 10,9959 0,5000
3 11,06758
1 5,25866

Qc 2 8,23931 7,3712 1,5017
3 8,61558
1 14,17834

o]V} 2 14,74106 14,7020 0,4125
3 15,18645

e Textura

Na andlise da textura foram tidos em conta quatro parametros: a dureza, sendo esta
uma propriedade mecanica da textura relacionada com a forga necessdria para obter a
deformacgdo de um produto ou uma dada penetracgdo; a coesividade e esta pode ser definida
como sendo uma propriedade mecanica da textura relacionada com o nivel até ao qual um
material pode ser deformado antes de se partir; a elasticidade que é uma propriedade
mecanica da textura relacionada com a rapidez de recuperag¢do apds a aplicagdo de uma forga
deformante e o modo como o material deformado volta a sua condigdo primitiva apds ter
cessado a for¢a deformante; e, por ultimo, a adesividade, que se caracteriza com sendo uma
propriedade mecanica da textura, relacionada com a forga necessdria para deslocar um
produto que adere a uma superficie.

Na Tabela 12 estdo apresentados os resultados para o queijo de ovelha curado, queijo
de vaca amanteigado, queijo de cabra curado e queijo de mistura. De notar que o parametro
de dureza apresenta dois valores, uma vez que o texturémetro quantifica a dureza em duas

compressoes.
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Neste procedimento, as amostras de queijo encontravam-se a temperatura ambiente e
os resultados apresentados na Tabela 12 demonstraram algumas diferengas entre os queijos.
Atendendo a dureza, foi possivel verificar que o QOC é menos duro, ou seja, é o queijo mais
facil de deformar, enquanto que o QM revelou-se o queijo mais dificil de deformar entre os
queijos analisados. Quanto ao pardmetro da coesividade, os valores obtidos para os quatros
queijos estdo muito proximos entre si, tornando este parametro menos interessante para o
estudo. No que diz respeito a elasticidade, foi possivel verificar que o valor mais elevado foi
obtido no queijo de vaca, prossupondo assim que o QV recupera a sua forma mais
rapidamente do que os restantes aquando da aplicacdo de uma forca deformante. Quanto ao
parametro da adesividade, assim como na coesividade, os valores obtidos para os quatros
gueijos estdo muito préximos entre si, tornando este parametro menos interessante para o
estudo da discriminacdo da origem dos varios tipos de queijo.

Tabela 12. Resultados do ensaio para a andlise da textura em queijos de ovelha curado (QOC), vaca amanteigado
(QV), cabra curado (QC) e mistura (QM) (mistura de leites de ovelha, vaca e cabra)

Amostra Dureza Coesividade Elasticidade Adesividade
QoC 72,50 59,50 2,29 2,70 0,38
Qv 233,00 241,50 1,13 3,70 0,52
1 321,00 276,50 0,98 1,60 0,11
Qc 2 228,50 189,00 4,06 1,50 0,76
3 277,50 251,00 1,69 2,20 0,23
1 618,50 @ 508,50 0,59 1,40 0,11
o]V 2 695,00 595,00 1,73 1,80 0,27
3 672,00 580,00 0,77 1,70 0,08
e FTIR

Primeiramente, foram considerados neste estudo de andlise por espectroscopia de
infravermelho, o queijo de ovelha, queijo de mistura, queijo de vaca e queijo de cabra, para
efeitos comparativos e discriminatérios. O estudo foi iniciado com a andlise do queijo da
ovelha desta regido (Queijos Tavares, S.A., regido de Seia; queijo ndo DOP), cujo espectro de
infravermelho é apresentado na Figura 3. O espectro de infravermelho deste tipo de queijo
revelou um conjunto variado de bandas de varias intensidades que podem ser atribuidos a
variados grupos funcionais. De forma a facilitar a interpretacio do espectro, foram
selecionadas 3 regides discriminantes (I a ) (Karoui et al., 2005): a regido | de 3000 a 2800 cm"

L aregido Il de 1700 a 1500 cm™ e a regido Il de 1500 a 500 cm™,
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Na zona anterior a regido | foi possivel observar uma banda larga em torno de 3300 cm?,
que corresponde a vibragdo streching O-H, indicando a presenca de agua. Uma vez que a
presenca de agua no queijo é varidvel em funcdo de condi¢Bes de conservag¢dao e maturagao,
esta banda n3o p6de ser usada como fator de discriminagao (Karoui et al., 2007), portanto ndo
foi incluida nas regides atras consideradas.

A regido | (3000 a 2800 cm™), onde é possivel observar as bandas 2916 e 2848 cm
correspondentes a C-H do metileno modo streching anti-simetrico e simétrico, respetivamente
e também banda mais fraca a 2964 cm™correspondente ao modo streching do C-H dos metilos
terminais (Figura 3), esta relacionada com a presenca de acidos gordos (Dufour et al., 2000;
Karoui et al., 2005;). Estas bandas podem apresentar intensidades varidveis consoante o tipo
de queijo.

A regido Il (1700 a 1500 cm™) mostra primeiramente a banda com intensidade elevada a
1741 cmcorrespondente a vibracdo stretching de C=0 (Figura 3), indicando a presenca de
acidos carboxilicos, nomeadamente acidos gordos, aldeidos e ésteres. A presenca das bandas
1643 e 1548 cm™ esta relacionada com o grupo funcional amida das proteinas (Mazerolles et
al., 2001; Karoui et al., 2004; Karoui et al., 2005), sendo a 1643 cm? identificada com a
vibrac3o stretching de C=0, também designada de Amida | e a 1548 cm™ com o modo bending
de N-H, designada de Amida Il.A elevada intensidade destas bandas é uma evidéncia da
presenca de proteinas, da sua estrutura secundaria e estado de agregacdo (Mazerolles et al.,
2001).

A regi3o Ill (1500 a 500 cm™) corresponde a zona da impressdo digital; nesta é possivel
observar numerosas pequenas bandas correspondentes as cadeias laterais de aminoacidos,
nomeadamente entre 1153 e 900 cm™ onde se localizam vibra¢cdes de stretching de C-O e C-C,
e também diversas vibracdes de modo bendind, 1462 cm™(H-C-O,bending),1406 cm™(C-C-H,
bending), 1238 cm}(C-C-H,bending), 1172 cm™(C-0,bending(grupo ester)(Karoui et al., 2007).
Adicionalmente ainda é possivel observar as bandas 1118 e 1060 cm™ correspondentes ao
grupo P=0 de compostos fosforados (Karoui et al.,, 2007) e também a 983 a banda
correspondente ao modo C-H, out-of-plane deformation, indicando a presenca de aminoacidos
insaturados. Nesta regido ainda é possivel observar a banda larga e intensa a 650 cm?
correspondente a C-H bending de compostos insaturados (incluindo alcenos) e aromaticos,
apesar da sua intensidade ndo permitir a distincdo espectroscopica ente diferentes tipo de

queijo.
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Figura 3. Espectro de infravermelho de amostra QOC1 (Queijo de ovelha curado). Azul-Regido |; rosa Regido Il;
verde- Regido Ill.

Adicionalmente, foi efetuada uma analise por infravermelho de outros tipos de queijo,
com o objetivo de simular possiveis situacdes de adulteracdo de queijo de ovelha, com leite de
vaca e/ou de cabra e identificar possiveis diferencas entre estes queijos e o de queijo
exclusivamente constituido por leite de ovelha (queijo de Serra da Estrela). Serdo
apresentados de seguida, de forma resumida, os resultados da comparacao entre os espectros
obtidos nesta analise.

Inicialmente efetuou-se a comparac¢do do queijo de ovelha com amostras de queijo de
mistura produzido através de leite de ovelha, cabra e vaca. Os resultados obtidos encontram-
se resumidos na Figura 4 e na Tabela 13.

Na Tabela 13 destacam-se apenas as zonas do espectro consideradas como
discriminantes (regido | a lll). A andlise do espectro de infravermelho (Figura 4) mostra que a
diferenca entre os espectros dos 2 queijos se centra na regido lll e nas vérias pequenas bandas
correspondentes as cadeias laterais de aminodcidos, nomeadamente entre 1153 e 900 cm?,
onde se localizam vibragdes de stretching de C-O e C-C, e também diversas vibragdes de modo
bendind. As bandas 1116 e 1058 cm™, correspondentes ao grupo P=0 de fosfolipideos, e
também a 983 cm™ a banda correspondente ao modo C-H, out-of-plane deformation, indicam
a presencga de aminodcidos insaturados (Tabela 13). Concluiu-se que, de um modo geral, para
o leite de ovelha, as bandas descritas sdo bastante menos intensas do que no caso do queijo
de mistura. Ndo se constatou o aparecimento de novas bandas significativas na amostra de
gueijo de mistura.
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. queijo de mistura (preto). Azul-Regido I;

Figura 4. Comparagdo das amostras: queijo de ovelha curado (azul)
rosa- Regido Il; verde- Regido Ill.

Tabela 13. Comparagdo das amostras: queijo de ovelha curado vs. queijo de mistura, em fun¢do das zonas
discriminantes do espectro: Regido I; Regido II; Regido 11

Amostras Regido | Regiao Il Regiao Il Observagoes
1454 cm H-C-O,bending,p
1392 cm! C-C-H,bending,p A diferenca
Queijo 2956 cm™ C-H(CH3), 1741 cm™ C=0,stretching,m 1242 cm™ C-O-H,bending,p entre os
de stretching,p 1639 cm-1 C=0, stretching(Amida 1174 cm1 C- espectros dos
ovelha 2910 e 2850 cm™! 1),g O,bending(ester),p queijos é na
streching anti- 1537 cm-1 C-NH, bending (Amida 1116 e 1058 cm? zonal lll,
curado . .. . :
simetric/simetric,m,m I, g P=0,streching,p correspondendo
983 cm! C-H, out-of-plane a diferencas ao
deformation, m nivel da
1454 cm1 H-C-O,bending,m presenga de
2956 cm™ C- 1741 cm™ C=0,streching,m 1392 cm™! C-C-H,bending,m aminoacidos e
Queijo H(CH3),stretching,p 1639 cm-1 C=0, stretching(Amida 1242 cm™ C-O-H,bending,m aminoacidos
de 2910 e 2850 cm™! 1),g 1174 cm1 C- insaturados e
mistura streching anti- 1537 cm-1 C-NH, bending (Amida 0,bending(ester),p compostos
simetric/simetric,m,m I, g 1116 e 1058 cm™? fosfatados

P=0,streching,m

lIntensidade de banda:p-pequena,m-média,g-grande

A comparacdo da andlise do queijo de ovelha com amostras de queijo de vaca (Queijos
Tavares, S.A., regido Seia) é mostrada na Figura 5 e Tabela 14, destacando-se apenas as zonas
do espectro consideradas como discriminantes (regido | a Ill). A andlise da comparag¢do do
espectro de infravermelho (Figura 5) mostra que a diferenga entre os espectros dos 2 queijos
se centra na regido Ill. Na zona correspondente a 1153 e 900 cm™1, onde se localizam as varias
pequenas bandas correspondentes as cadeias laterais de aminodcidos, como vibragdes de
stretching de C-O e C-C, e também diversas vibra¢des de modo bendind, as diferengas foram

pouco significativas (Tabela 14). Em rela¢do as bandas 1116 e 1058 cm, correspondentes ao

R
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grupo P=0 de fosfolipideos, é t.ambém a banda 983 cm, correspondente ao modo C-H, out-of-
plane deformation, indicando a presenc¢a de aminodcidos insaturados, verificou-se uma menor
intensidade no espectro do queijo de vaca (Tabela 14). Concluindo, de um modo geral, ndo
existiram diferencas acentuadas entre as 2 amostras de queijo, exceto no caso das bandas
acima referenciadas, em que para o queijo de ovelha sdo mais intensas do que no caso do
queijo de vaca. Ndo se constatou o aparecimento de novas bandas significativas na amostra de

gueijo de vaca.

gt

44 q

.*1

Figura 5. Comparac¢do das amostras: queijo de vaca (azul) vs. queijo ovelha (preto). Azul-Regido |; rosa- Regido Il;
verde- Regido Ill.

Tabela 14. Comparagdo das amostras: queijo de ovelha curado vs. queijo de vaca, em fungdo das zonas
discriminantes do espectro: Regido |; Regido II; Regido IlI*

Amostras Regiao | Regiao Il Regiao Il Observagoes
1454 cm H-C-0O,bending,p
1392 cm! C-C-H,bending,p
Queijo 2956 cm1 C-H(CH3), 1741 cm1 C=0,stretching,m 1242 cm™! C-O-H,bending,p A diferenga
de stretching,p 1639 cm-1 C=0, stretching(Amida 1174 cm™ C- entre os
ovelha 2910 e 2850 cm™ 1),g 0,bending(ester),p espectros dos
streching anti- 1537 cm-1 C-NH, bending (Amida 1116 e 1058 cm™! queijos é na
curado . gy . ;
simetric/simetric,m,m 1), g P=0,streching,p zonal lll,
983 cm! C-H, out-of-plane correspondendo
deformation, m a diferengas ao
1454 cm1 H-C-0O,bending,m nivel da
1392 cm™! C-C-H,bending,m presenca de
2956 cm1 C-H(CH3), 1737 cm1 C=0,streching,m 1242 cm1 C-O-H,bending,m aminodcidos e
.. stretching,p 1637 cm-1 C=0, stretching(Amida 1174 cm1 C- aminoacidos
Queijo 2916 e 2848 cm™! ) 0,bending(ester), insaturados e
de vaca ,8 ,bending(ester),p
streching anti- 1546 cm-1 C-NH, bending (Amida 1093 e 1058 cm- compostos
simetric/simetric,m,m 1), g 1p=0,streching,m fosfatados

lIntensidade de banda:p-pequena,m-média,g-grande

983 cm! C-H, out-of-plane
deformation, p

Para finalizar, foi ainda efetuada uma anadlise para comparac¢do do queijo de ovelha com

amostras de queijo de cabra (Queijos Lagos, regido de Seia). Os resultados obtidos sdo
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mostrados na Figura 6 e Tabela 15, destacando-se unicamente as zonas do espectro

consideradas como discriminantes (regido | a Ill). Os resultados obtidos mostram que a

diferenga entre os espectros dos 2 queijos se centra na regido | e lll. Para a regido | as bandas

de 2956 a 2850 cm?, correspondentes a modos C-H streching, atribuida a presenca de dcidos

gordos, sdo marcadamente mais intensas para o queijo de ovelha (Figura 6, Tabela 15). Na

regido |l a diferenca foi fundamentalmente nas bandas 1174 cm™ C-O, bending(ester), 1116 e

1058 cm™ P=0, streching, indicando a presenca de aminodcidos insaturados e compostos

fosforados, respetivamente, tendo sido mais intensas para o caso do queijo de ovelha (Figura

6, Tabela 15). Concluiu-se que, de um modo geral, a diferenca existente entre as 2 amostras de

gueijo foi, no caso das bandas referenciadas para o queijo de ovelha, mais intensa do que no

caso do queijo de cabra. Ndo se constatou o aparecimento de novas bandas significativas na

amostra de queijo de vaca.

W Transmitance

Figura 6. Comparagdo das amostras: queijo de ovelha curado (azul) vs. queijo cabra (preto).

Tabela 15. Comparagdo das amostras: queijo de ovelha curado vs. queijo de cabra, em funcdo das zonas

discriminantes do espectro: Regido I; Regido II; Regido Il

Amostras Regido | Regido Il
Queijo 2956 cm C-H(CH3), 1741 cm™ C=0,stretching,m
de stretching,p 1639 cm-1 C=0,
ovelha 2910 e 2850 cm™ C-H stretching(Amida l),g
curado streching anti- 1537 cm-1 C-NH, bending
simetric/simetric,m,m (Amida ll), g
2956 cm™ C- 1741 cm™ C=0,streching,m
Queijo H(CH3),stretching,p 1639 cm-1 C=0,
2918 e 2850 cm™! stretching(Amida l),g
de cabra

streching anti-
simetric/simetric,p,p

1537 cm-1 C-NH, bending
(Amida ll), g

lIntensidade de banda: mp-muito pequena,p-pequena,m-média,g-grande
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Regiao Il
1454 cm1 H-C-0,bending,p
1392 cm! C-C-H,bending,p
1242 cm! C-O-H,bending,p os espectros dos
1174 cm1 C-0O,bending(ester),p queijos é na zona
1116 e 1058 cm™ P=0,streching,p lelll,
983 cm™ C-H, out-of-plane correspondendo
deformation,m,m a diferengas ao
1454 cm1 H-C-0O,bending,m nivel da presenca
1392 cm™! C-C-H,bending,m de acidos gordos,

Observagoes

A diferenga entre

1242 cm1 C-O-H,bending,m aminoacidos
1174 cm™ C-0,bending(ester),mp insaturados e
1093 e 1058 cm1P=0,streching,p,p compostos
983 cm! C-H, out-of-plane fosfatados
deformation, p
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Com a finalidade de verificar se existiam diferencas ao nivel das caracterizag¢des fisico-
guimicas entre queijos Serra da Estrela DOP, foram adquiridos posteriormente quatro queijos
de ovelha curado DOP de diferentes produtores: queijo de ovelha curado da Queijaria
Artesanal Paulo Rogério, Oliveira do Hospital (QPR), queijo de ovelha curado da Queijaria dos
Lobos - Anténio F. L. Vaz Patto, Lda., Oliveira do Hospital (QL), Queijo Serra da Estrela DOP da
empresa Vale da Estrela, Lda., Mangualde (DOP) e queijo de ovelha curado da empresa
Maratona de Delicias, Lda., Oliveira do Hospital (QMD) (Figura 7). Os quatro queijos foram
caracterizados quanto ao seu teor em (i) gordura; (ii) humidade; (iii) cinzas; (iv) atividade da
agua, (v) pH; (vi) acidez titulavel; (vii) textura; e (viii) andlise por FTIR. Aquando da chegada dos
queijos, estes foram abertos e uma fatia de 100 gramas de cada queijo foi desidratada em
estufa durante 24 horas e o restante refrigerado a 4 °C para se proceder a analises nos dias
seguinte. No entanto, nesta data, o Governo Portugués decretou o primeiro estado de
emergéncia e obrigatoriedade de teletrabalho sempre que possivel, e assim ndo foi possivel a
realizacdo de todas as analises no més de margo; apenas foram realizadas as analises da (i)
humidade, (ii) cinzas, (iii) atividade da agua (aw), (iv) pH, (v) acidez titulavel; (vi) parte das
analises a textura e (vii) FTIR. Em junho, apés o estado de emergéncia e regresso as entidades,
foi possivel apenas fazer a andlise da gordura, uma vez que as amostras estavam desidratadas

e armazenadas num exsicador.

Figura 7. Queijos de ovelha curado da regido da Serra da Estrela. a) queijo de ovelha curado da Queijaria Artesanal
Paulo Rogério; b) queijo de ovelha curado da Queijaria dos Lobos; c) Queijo Serra da Estrela DOP da empresa Vale
da Estrela; d) queijo de ovelha curado da empresa Maratona de Delicias.

e % Gordura

Como referido anteriormente, os queijos de ovelha curado foram analisados quanto ao
seu teor de gordura apds 3 meses depois da sua recegdo e preparagdo (Figura 8). Desta forma,
foram analisados quatro queijos em dois ensaios: queijo de ovelha curado da Queijaria
Artesanal Paulo Rogério (QPR), queijo de ovelha curado da Queijaria dos Lobos (QL), Queijo
Serra da Estrela DOP da empresa Vale da Estrela (DOP) e queijo de ovelha curado da empresa

Maratona de Delicias (QAL). Na Tabela 16 estdo apresentados os resultados obtidos.
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Através da andlise da Tabela 16 foi possivel verificar que em amostras diferentes do
mesmo queijo de ovelha curada da queijaria artesanal Paulo Rogério (QPR), os valores
determinados da percentagem de gordura variaram entrem si mais do que seria o esperado.
Por esta razdao, o valor médio da percentagem da gordura deste queijo foi diferente dos
restantes trés queijos. Quanto aos restantes queijos, estes apresentaram valores préximos uns
dos outros, sendo este um bom indicativo de boas praticas na producdo do queijo.

Segundo o Caderno de Especificagbes do Queijo Serra da Estrela, a percentagem de
humidade do queijo deveria estar entre 45 % e 60 %. Pelos resultados obtidos, foi possivel
afirmar que os queijos analisados estdo afastados do requisito do Caderno de Especifica¢des.
No entanto, é de notar o tempo de espera da amostra entre o momento que foi preparada e

momento em que foi analisada.

Figura 8. Determinagdo da percentagem de gordura em amostras de queijo de Serra da Estrela DOP.

Tabela 16. Resultados dos ensaios para determinacdo da gordura em queijos de ovelha curado: queijo de ovelha
curado da Queijaria Artesanal Paulo Rogério (QPR), queijo de ovelha curado da Queijaria dos Lobos (QL), Queijo
Serra da Estrela DOP da empresa Vale da Estrela (DOP) e queijo de ovelha curado da empresa Maratona de Delicias
(QAL)

Ensaio 1 Ensaio 2
Amostra % Gordura el Desv:o Amostra % Gordura bl Ll Desv:o
Gordura padrao Gordura padrao
Agual 0,088 Agua1l 0,002
Agua 2 0,002 0,050 0,036 = Agua?2 0,000 0,001 0,001
Agua 3 0,060 Agua 3 0,002
QPR 1 29,980 DOP1 34,330
QPR 2 40,817 34,481 4,611 DOP 2 38,125 37,206 2,078
QPR3 32,645 DOP 3 39,163
QL1 39,082 QAL1 39,205
QL2 38,150 37,779 1,244 QAL 2 38,268 37,452 1,857
QL3 36,105 QAL3 34,882

e Humidade
A andlise da humidade foi realizada logo apds a recegdo dos queijos. Na Tabela 17 estao

apresentados os resultados obtidos. Pela analise aos resultados foi possivel observar que a
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percentagem de humidade diferiu entre os diferentes queijos, sendo que o queijo de ovelha
curado da Queijaria Artesanal Paulo Rogério (QPR) apresentou uma maior percentagem de
humidade e o queijo Serra da Estrela DOP (DOP) foi o queijo com menor percentagem de
humidade (Tabela 17). Segundo o Caderno de Especificaces do Queijo Serra da Estrela, a
percentagem de humidade do queijo deveria estar entre 61 % e 69 %. Os resultados obtidos
mostram que os quatros queijos analisados ndao preenchem este requisito, sendo que o Queijo
de ovelha curado da Queijaria Artesanal Paulo Rogério se aproxima mais do requerido no
Caderno de Especificacdes. E de notar que este queijo foi o que apresentou visualmente as
caracteristicas que seriam de esperar num Queijo Serra da Estrela e apresentava uma pasta

mais amanteigada do que os restantes.

Tabela 17. Resultados dos ensaios para determinagdao da humidade em queijos de ovelha curado: queijo de ovelha
curado da Queijaria Artesanal Paulo Rogério (QPR), queijo de ovelha curado da Queijaria dos Lobos (QL), Queijo
Serra da Estrela DOP da empresa Vale da Estrela (DOP) e queijo de ovelha curado da empresa Maratona de Delicias
(QAL)

Amostra % Humidade Mec.lla % Desvio padrao
humidade
QPR 1 54,50
QPR 2 53,43 53,64 0,64
QPR3 52,97
QL1 40,29
QL2 43,14 42,70 1,81
QL3 44,66
DOP1 39,42
DOP 2 41,35 39,72 1,23
DOP 3 38,39
QAL1 45,02
QAL 2 42,03 44,40 1,74
QAL 3 46,15

e C(inzas

A anadlise das cinzas foi realizada apds a analise ao teor da humidade (Figura 9). Na
Tabela 18 estdo apresentados os resultados obtidos. Pela andlise dos resultados foi possivel
verificar que o queijo de ovelha curado da Queijaria Artesanal Paulo Rogério (QPR) foi o queijo
com maior percentagem de cinzas e o queijo de ovelha curado da empresa Maratona de
Delicias (QAL) apresentou a menor percentagem de cinzas entre os queijos analisados.
Segundo o Caderno de Especificacdes do Queijo Serra da Estrela, a percentagem de cinzas em
residuo seco do queijo deveria estar entre 5 % e 6,5 %. Neste caso todos os queijos analisados

em laboratdrio ultrapassaram este valor.
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Figura 9. Determinagdo do teor de cinzas em amostras de queijo Serra da Estrela DOP.

Tabela 18. Resultados dos ensaios para determinagdo das cinzas em queijos de ovelha curado: queijo de ovelha
curado da Queijaria Artesanal Paulo Rogério (QPR), queijo de ovelha curado da Queijaria dos Lobos (QL), Queijo
Serra da Estrela DOP da empresa Vale da Estrela (DOP) e queijo de ovelha curado da empresa Maratona de Delicias
(QAL)

Amostra % Cinzas M?dla % Desvio padrao
cinzas
QPR 1 11,46
QPR 2 13,68 14,35 2,67
QPR3 17,89
QL1 8,94
QL2 13,79 10,50 2,33
QL3 8,77
DOP 1 9,52
DOP 2 10,66 10,57 0,82
DOP 3 11,54
QAL1 7,76
QAL 2 7,50 7,17 0,66
QAL3 6,25

e Atividade de dgua
A andlise da atividade de 4dgua (aw) foi realizada apds a recegdo dos queijos. Pela analise
dos resultados obtidos (Tabela 19) foi possivel verificar que a aw ndo variou muito entre os
queijos testados, tendo sido maior no queijo de ovelha curado da Queijaria Artesanal Paulo
Rogério (QPR) e menor no Queijo Serra da Estrela DOP da empresa Vale da Estrela (DOP).
A atividade da dgua determina a quantidade de 4gua disponivel num alimento para
crescimento de microrganismos. Quanto mais elevada for a atividade da agua, mais rapido os

microrganismos (como bactérias, leveduras e bolores) serdo capazes de crescer. Assim, serd
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expectavel que surjam mais rapidamente microrganismos no queijo de ovelha curado da

Queijaria Artesanal Paulo Rogério (QPR) do que nos restantes.

Tabela 19. Resultados dos ensaios para determinagdo da atividade de dgua em queijos de ovelha curado: queijo de
ovelha curado da Queijaria Artesanal Paulo Rogério (QPR), queijo de ovelha curado da Queijaria dos Lobos (QL),
Queijo Serra da Estrela DOP da empresa Vale da Estrela (DOP) e queijo de ovelha curado da empresa Maratona de
Delicias (QAL)

Amostra aw Média aw Desvio-padrao
QPR 1 0,958
QPR 2 0,953 0,954 0,003
QPR3 0,951
QL1 0,951
QL2 0,932 0,942 0,008
QL3 0,942
DOP 1 0,927
DOP 2 0,927 0,925 0,003
DOP 3 0,920
QAL1 0,947
QAL 2 0,949 0,945 0,003
QAL 3 0,946

e pH

A analise do pH foi realizada um dia apds a rececdo dos queijos. Na Tabela 20 estdo
apresentados os resultados obtidos. Pela analise dos resultados apresentados verificou-se que
os quatro queijos analisados tém um pH 4acido. O pH mais acido foi obtido para o queijo de
ovelha curado da Queijaria Artesanal Paulo Rogério (QPR) e o menos acido para o Queijo Serra

da Estrela DOP da empresa Vale da Estrela (DOP) (Tabela 20).

Tabela 20. Resultados dos ensaios para determinagdo do pH em queijos de ovelha curado: queijo de ovelha curado
da Queijaria Artesanal Paulo Rogério (QPR), queijo de ovelha curado da Queijaria dos Lobos (QL), Queijo Serra da
Estrela DOP da empresa Vale da Estrela (DOP) e queijo de ovelha curado da empresa Maratona de Delicias (QAL)

Amostra pH Média pH Desvio-padrao
QPR 1 5,49
QPR 2 5,47 5,48 0,01
QPR3 5,48
QL1 5,84
QL2 5,81 5,82 0,01
QL3 5,81
DOP 1 6,06
DOP 2 5,92 5,97 0,07
DOP 3 5,92
QAL1 5,77
QAL 2 5,79 5,78 0,01
QAL3 5,79
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e Acidez tituldvel
A andlise da acidez tituldvel foi realizada apds a medicao do pH. Pela andlise da Tabela
21 é possivel verificar que a acidez titulavel variou entre os diferentes queijos. O maior valor
de acidez titulavel foi obtido no queijo de ovelha curado da Queijaria Artesanal Paulo Rogério

(QPR) e 0 menor no queijo de ovelha curado da Queijaria dos Lobos (QL).

Tabela 21. Resultados dos ensaios para determinagdo da acidez tituldvel em queijos de ovelha curado: queijo de
ovelha curado da Queijaria Artesanal Paulo Rogério (QPR), queijo de ovelha curado da Queijaria dos Lobos (QL),
Queijo Serra da Estrela DOP da empresa Vale da Estrela (DOP) e queijo de ovelha curado da empresa Maratona de
Delicias (QAL)

Média % acidez

Amostra % Acidez titulavel e, Desvio-padrao
titulavel
QPR 1 11,253
QPR 2 11,418 11,586 0,360
QPR3 12,087
QL1 -
QL2 7,667 7,948 0,281
QL3 8,230
DOP 1 8,062
DOP 2 9,008 8,306 0,504
DOP 3 7,848
QAL1 9,502
QAL 2 10,112 9,916 0,293
QAL3 10,136
e Textura

Na Tabela 22 s3o apresentados os dados de textura analisados nos quatro queijos em
andlise. Foram retiradas amostras de cada queijo e estas foram refrigeradas até 4 °C.
Analisando os resultados é possivel observar algumas diferengas entre as réplicas de cada
queijo. Uma possivel justificagdo é o facto de as amostras terem sido retiradas de partes
diferentes no queijo, apesar de préximas.

Entre queijos, foi possivel notar diferencas em algumas caracteristicas analisadas,
especialmente a dureza e a elasticidade. Na andlise do queijo de ovelha curado da Queijaria
Artesanal Paulo Rogério (QPR) obtiveram-se valores de dureza muito mais elevados do que nos
restantes queijos e a elasticidade obtida neste queijo também foi a mais elevado entre os
queijos (Tabela 22). A dureza é definida como a propriedade mecanica relaciona com a forcga
necessaria para obter a deformac¢do de um produto ou uma dada penetracdo e a elasticidade é
a propriedade mecanica relacionada com a rapidez de recuperacdo do material apds a

aplicacdo de uma for¢a deformante e o modo como o material deformado volta a sua condicdo
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inicial. Assim, o queijo de ovelha curado da Queijaria Artesanal Paulo Rogério (QPR) é mais
dificil de deformar do que os restantes e é bastante elastico. Isto pode dever-se a pasta mais

amanteigada que apresentava.

Tabela 22. Resultados dos ensaios para a analise da textura em queijos de ovelha curado: queijo de ovelha curado
da Queijaria Artesanal Paulo Rogério (QPR), queijo de ovelha curado da Queijaria dos Lobos (QL), Queijo Serra da
Estrela DOP da empresa Vale da Estrela (DOP) e queijo de ovelha curado da empresa Maratona de Delicias (QAL),
usando as condigGes indicada anteriormente

Amostra Dureza Coesividade Elasticidade Adesividade
QPR 1 804,00 684,00 0,64 10,50 3,27
QPR 2 690,50 592,00 0,65 11,20 2,57
QPR3 627,00 553,50 0,69 10,90 3,06

QL1 91,00 69,00 0,47 5,90 0,18
QL2 71,00 54,50 0,55 6,00 0,31
QL3 69,00 59,50 0,63 6,90 0,49
DOP 1 69,00 59,50 0,60 3,90 1,77
DOP 2 55,50 47,00 0,54 3,50 0,75
DOP 3 56,00 48,00 0,54 4,10 0,52
QAL1 102,00 90,00 0,69 5,90 0,35
QAL 2 83,00 74,50 0,71 6,00 0,54
QAL 3 83,00 73,00 0,70 5,80 0,44
e FTIR

As amostras de queijo com certificacdo DOP foram comparadas por espectroscopia FTIR-
MIR, para inferir da sua autenticidade e como técnica analitica complementar de garantia de
genuinidade e qualidade destas.

Este estudo foi iniciado com a andlise do queijo de ovelha Serra da Estrela de
certificacdo DOP (empresa Vale de Estrela), cujo espectro de infravermelho é apresentado na
Figura 10. Este espetro revelou um conjunto variado de bandas de vdrias intensidades que
podem ser atribuidos a variados grupos funcionais. A semelhanca do que foi realizado para a
comparacdo dos queijos de diferentes origens e de forma a facilitar a interpretacdo do
espectro, foram selecionadas 3 regies discriminantes (I a Ill) (Karoui et al., 2005): a regido | de
3000 a 2800 cm?; a regido 1l de 1700 a 1500 cm™ e a regido Il de 1500 a 500 cm™®. Mais uma
vez, a zona anterior a regido | onde é possivel observar uma banda larga em torno de 3300 cm’
1 que corresponde a vibracdo streching O-H indicando a presenca de dgua, ndo foi utilizada

como fator discriminante devido a presenca variavel de dgua no queijo.
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Figura 10. Espectro de infravermelho de amostra DOP1 (queijo de ovelha Serra da Estrela de certificagdo DOP
(empresa Vale de Estrela). Azul-Regido I; rosa- Regido Il; verde- Regido IlI.

Foi efetuada uma comparacao do queijo de ovelha Serra da Estrela de certificacio DOP
da empresa Vale de Estrela com amostras de queijo da queijaria artesanal Paulo Rogério. Os
resultados obtidos encontram-se resumidos na Figura 11 e na Tabela 23. Nestes resultados
destacam-se apenas as zonas do espectro consideradas como discriminantes (regido | a lll). A
analise do espectro de infravermelho (Figura 11) e respetiva tabela (Tabela 23) mostram que a
diferenca entre os espectros dos 2 queijos se centra na regido lll. Nesta zona Ill estas amostras
distinguem-se nas bandas correspondentes as cadeias laterais de aminoacidos,
nomeadamente entre 1170 e 1118 cm™ onde se localizam vibra¢cdes C-O,bending(grupo
ester),associado a triacilglicerdis. Constatou-se que, de um modo geral, os espectros dos 2
queijos s3o semelhantes, & excecdo da pequena nova banda na zona de 1170 cm™ descrita

para o caso queijo da queijaria artesanal Paulo Rogério.
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Figura 11. Comparac¢do das amostras: queijo de ovelha Serra da Estrela de certificagdo DOP da empresa Vale de
Estrela (azul) vs. queijo da queijaria artesanal Paulo Rogério (preto) Azul-Regido I; rosa- Regido Il; verde- Regido IlI.

Tabela 23. Comparagdo das amostras: queijo de ovelha Serra da Estrela de certificagdo DOP da empresa Vale de
Estrela vs. queijo da queijaria artesanal Paulo Rogério, em fun¢do das zonas discriminantes do espectro: Regido |;

Regido Il; Regido Il (Woodcock et al., 2008)

Amostras Regiao | Regiao Il Regiao Il Observagoes
.. 1454 cm1 H-C-0,bending,p
2 ,1 ’ 7
. .QUEEO 965 cm . 1743cmt C=0,stretching,m 1396 cm™! C-C-H,bending,p
certificagdo DOP C-H(CH3),stretching,p i .
b 1643 cm-1 C=0, 1242cmt C-O-H,bending,p
de Serrada 2920 e 2850 cm! : - , .
. . stretching(Amida l),g 1118 e 1062 cm™ A diferenca
Estrela da streching anti- .
empresa Valede  simetric/simetric,m,m,p 1539 cm-1 C-NH, P=0,streching,p entre os
Estrela T bending(Amida Il),g 985cm C-H, out-of-plane espectros dos
deformation ,m queijos é na
1454 cm1 H-C-0,bending,p zonal lll,
1396cm ™ C-C-H,bending,p correspondendo
Queijo 2965 cm™ C- 1743 cm™ C=0,streching,m 1242 cm C-O-H,bending,p a diferengas ao
certificagdo DOP H(CH3),stretching,p 1643 cm-1 C=0, 1170cm1 C- nivel da
da queijaria 2920 e 2850 cm! stretching(Amida l),g O,bending(ester),p presenca de
artesanal Paulo streching anti- 1539cm-1 C-NH, bending(Amida 1118 e 1062 cm™! aminodcidos
Rogério simetric/simetric,m,m I),g P=0,streching,p

lIntensidade de banda:p-pequena,m-média,g-grande

985 cm-! C-H, out-of-plane
deformation ,m

Adicionalmente foi analisada a amostra de queijo da queijaria dos Lobos e esta
comparada com queijo de ovelha Serra da Estrela de certificacdo DOP da empresa Vale de
Estrela. A comparacdo destas amostras esta ilustrada na Figura 12 e Tabela 24. Os resultados
obtidos da comparagdo do espectro de infravermelho mostram que a diferenca entre os
espectros dos 2 queijos se centra na regido |. Para a regido | a banda de 2964 cm?,
correspondentes ao modo C-H(CH3), stretching, atribuida a presenca de acidos gordos, é
marcadamente mais larga para o queijo da queijaria dos Lobos, mostrando uma constituicdo
um pouco diferente em termos do tipo de acidos gordos. Conclui-se que, de um modo geral, as

amostras sdo idénticas e que a pequena diferenga existente entre as 2 amostras de queijo é

R
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nas bandas referenciadas para os grupos terminais dos acidos gordos. Ndo se constata o

aparecimento de novas bandas significativas na amostra do queijo da queijaria dos Lobos.
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Figura 12. Comparacdo das amostras: queijo de ovelha Serra da Estrela de certificagdo DOP da empresa Vale de
Estrela (azul) vs. queijo queijaria dos Lobos (preto). Azul-Regido |; rosa- Regido Il; verde- Regido lIl.

Tabela 24. Comparagdo das amostras: queijo de ovelha Serra da Estrela de certificagdo DOP da empresa Vale de
Estrela vs. queijo da queijaria dos Lobos, em fung¢do das zonas discriminantes do espectro: Regido |; Regido Il; Regido
Il (Woodcock et al., 2008)

Amostras

Queijo
certificacao
DOP de Serra
da Estrela da
empresa Vale
de Estrela

Queijo
certificacao
DOP da
queijaria dos
Lobos

Regido |

2964cm?
C-H(CH3),stretching,p
2922 e 2850 cm?
streching anti-
simetric/simetric,m,m,p

2964cm™ C-H(CH3),
stretching,larga,p
2922 e 2850 cm’?
streching anti-
simetric/simetric,m,m

Regido I

1743cm C=0,stretching,m
1643 cm-1 C=0,
stretching(Amida l),g
1543 cm-1 C-NH, bending
(Amida ll), g

1743 cm™ C=0,streching,m
1643 cm-1 C=0,
stretching(Amida l),g
1543cm-1 C-NH, bending
(Amida ll), g

lintensidade de banda:p-pequena,m-média,g-grande

Regiao Il
1460 cm™® H-C-
O,bending,p
1404cm™ C-C-
H,bending,p
1238cm C-O-
H,bending,p
1120 e 1062 cm’?
P=0,streching,p
983cm™ C-H, out-of-plane
deformation, m
1460 cm™ H-C-
0O,bending,p
1404cm™ C-C-
H,bending,p
1238 cm™ C-0O-
H,bending,p
1120 e 1062 cm*
P=0,streching,p
983 cm™ C-H, out-of-
plane deformation, m

Observagoes

A diferenca
entre os
espectros dos
gueijos é na
zona l,
correspondendo
a diferencas ao
nivel da
presenca de
acidos gordos

Ao nivel da andlise espectroscdpica comparativa do queijo de certificagdo DOP da

empresa Maratona de Delicias de Alvoco das Varzeas com o queijo de ovelha Serra da Estrela

de certificacdo DOP da empresa Vale de Estrela, foram obtidos os resultados apresentados na

Figura 13 e Tabela 25. Foram detetadas diferengas entre os espectros dos 2 queijos,

respeitantes a regido lll, fundamentalmente nas bandas 1174 cm™ C-O,bending(ester), 1120 e
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streching, indicando diferengas nas cadeias de aminodacidos, triacilglicerois e

fosforados, respetivamente. Em suma, de um modo geral, as amostras sao

semelhantes, e a Unica diferenca significativa foi encontrada para o queijo da empresa

Maratona de Delicias de Alvoco das Varzeas no aparecimento da nova banda 1174 cm?,

enquanto que para o queijo certificagdo DOP de Serra da Estrela da empresa Vale de Estrela a

banda 1120 e cm™ é muito mais intensa (Figura 13, Tabela 25).

W Tiansmittance

Figura 13. Comparagdo das amostras: queijo de ovelha Serra da Estrela de certificagdo DOP da empresa Vale de
Estrela (azul) vs. queijo da empresa Maratona de Delicias de Alvoco das Varzeas (preto). Azul-Regido I; rosa- Regido
II; verde- Regido Ill.

Tabela 25. Comparagdo das amostras: queijo de ovelha Serra da Estrela de certificagdo DOP da empresa Vale de
Estrela vs. queijo da empresa Maratona de Delicias de Alvoco das Varzeas, em fungdo das zonas discriminantes do
espectro: Regido I; Regido Il; Regido Il (Woodcock et al., 2008)*

Amostras
Queijo
certificagao DOP
de Serra da
Estrela da
empresa Vale de
Estrela

Queijo
certificagdo DOP
empresa
Maratona de
Delicias de
Alvoco das
Viarzeas

Regiao |

2964cm?

C-H(CH3), stretching,p

2922 e 2850 cm™?
streching anti-

simetric/simetric,m,m,p

2964cmt C-H(CH3),

stretching,larga,p
2922 e 2850 cm™?
streching anti-

simetric/simetric,m,m

Regiao Il

1743cm C=0,stretching, m
1643 cm-1 C=0,
stretching(Amida l),g
1543 cm-1 C-NH, bending
(Amida ll), g

1743 cm C=0,streching,m
1643 cm-1 C=0,
stretching(Amida 1),g
1543cm-1 C-NH, bending
(Amida ll), g

lIntensidade de banda:p-pequena,m-média,g-grande
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Regiao Il
1460 cm™ H-C-0O,bending,p
1404cmt C-C-H,bending,p
1238cm C-O-H,bending,p
1120 e 1062 cm™?
P=0,streching,p
983cm-! C-H, out-of-plane
deformation, m
1460 cm™ H-C-O,bending,p
1404cmt C-C-H,bending,p
1238 cm™ C-O-H,bending,p
1170cm C-
O,bending(ester),p
1120 e 1062 cm™?
P=0,streching,p
983 cm! C-H, out-of-plane
deformation, m

Observagoes

A diferenga
entre os
espectros dos
queijos é na
zonal lll,
correspondendo
a diferencas ao
nivel da
presenca de
aminodcidos e
triacilglicerois

43

UNIAO EUROPEIA

Fundo Europeu Agricola
de Desenvolvimento Rural

A Europa Investe nas Zonas Rurais



z N
@ B LC 5 - Agritabua — DOS
i L Bl
CAMPUS Ezc:‘lz:‘;gzg;or Cooperativa Agricola L O
DE TECNOLOGIA A
E INOVAGAG e Gestdo do Concelho de Tébua, C.R.L BOS
Universidade do Minho

Para completar esta abordagem foram comparados espectroscopicamente as quatro
amostras de certificacdo DOP (Figura 14). Esta comparagao permitiu concluir que, de um modo
geral, as amostras sdao semelhantes entre si, distinguindo-se pequenas diferencas na regido | e
IIl. Na regido | a banda de 2964 cm™ correspondente a modo C-H(CH3), stretching, atribuida a
presenca de acidos gordos, é marcadamente mais larga para uma das amostras. Para a regido
Ill, observa-se pequenas diferencas de intensidade entre a as amostras e o aparecimento da
nova banda pequena a 1174 cm™ para algumas amostras, indicando diferencas nas cadeias de

aminoacidos, triacilglicerois e compostos fosforados.

%% Trans mittance

Figura 14. Comparagdo das amostras: Queijo Serra da Estrela DOP (azul); Queijo de ovelha curado (queijaria
artesanal Paulo Rogério) (rosa); Queijo de ovelha curado (queijaria dos Lobos) (amarelo); Queijo de ovelha curado
(empresa Maratona Delicias, Alvoco das Vérzeas) (vermelho). Azul-Regido I; rosa- Regido II; verde- Regido Ill.

Para além das andlises espectroscdpicas aos queijos de ovelha da regido da Serra da
Estrela de certificagdo DOP dos 4 produtores acima enunciados, foi efetuada uma analise
comparativa de um destes queijos com queijo de mistura, queijo de vaca, queijo de cabra e
queijo de ovelha da Serra da Estrela sem certificagdo DOP (analisados anteriormente), de
forma a registar as zonas discriminantes e identificadoras de genuinidade. Assim, na Figura 15
e Tabela 26 sdo apresentados os resultados relativos a comparacdo da amostra de queijo de
ovelha Serra da Estrela de certificacdo DOP da empresa Vale de Estrela com queijo de mistura,
produzido através de leite de ovelha, cabra e vaca (Continente, SONAE). Na Tabela 26,
destacam-se apenas as zonas do espectro consideradas como discriminantes (regido | a lll). Os
resultados mostram que a diferenca entre os espectros dos 2 queijos se centra na regido | e lll.

Para a zona | observa-se como principal diferenca a maior intensidade para o queijo de mistura

44
UNIAO EUROPEIA

Fundo Europeu Agricola
de Desenvolvimento Rural

PROGRAMA DE PORTUGAL
DESENVOLVIMENTO 2020
O RURAL d

A Europa Investe nas Zonas Rurais



z N
@ B LC \6 - Agritabua — DOS
i L Bl
CAMPUS Ezc:elzf:lg;':r I Cooperativa Agricola L 0
DE TECNOLOGIA .
E INOVAGAG e Gestdo do Concelho de Tébua, C.R.L BOS
Universidade do Minho

correspondente as bandas de 2920 e 2850 cm™ correspondentes a C-H do metileno modo
streching anti-simétrico e simétrico, respetivamente e também para a banda a 2956 cm™
correspondente ao modo streching do C-H dos metilos terminais, relacionadas com a presenca
de acidos gordos. No caso da zona lll, a diferenca centra-se em varias bandas, nomeadamente
na intensa a 1174 cm-1 C-O,bending (ester), atribuida a presenca de triacilglicerois, que no
queijo de mistura esta presente e no queijo ovelha Serra da Estrela de certificagdo DOP esta
ausente. As bandas de 1120 cm™ C-O,bending(grupo ester) e 1060 cm™ correspondentes ao
grupo P=0 de compostos fosforados, no queijo de mistura apresentam-se mais intensas do
que no queijo ovelha Serra da Estrela de certificacdo DOP. Relativamente a banda 985 cm™
sucede o oposto, correspondente ao modo C-H, out-of-plane deformation, indicando a
presenca de aminodcidos insaturados, sendo praticamente inexistente no queijo de mistura e
mais intensa no queijo ovelha Serra da Estrela de certificacdo DOP. Constatou-se que, de um
modo geral, para queijo ovelha Serra da Estrela de certificagdo DOP as bandas descritas sdo
bastante menos intensas do que no caso do queijo de mistura. Verificou-se o aparecimento de
nova banda a 1174 cm™ na amostra de queijo de mistura e a banda a 985 cm™ aparece apenas

no queijo de ovelha Serra da Estrela de certificacdo DOP.

h Transmittan ca

Figura 15. Comparag¢do das amostras: queijo de ovelha Serra da Estrela de certificagdio DOP da empresa Vale de
Estrela (azul) vs. queijo de mistura produzido através de leite de ovelha, cabra e vaca (Continente, SONAE) (preto)
Azul-Regido I; rosa- Regido Il; verde- Regido Ill.
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Tabela 26. Comparagdo das amostras: queijo de ovelha Serra da Estrela de certificagdo DOP da empresa Vale de
Estrela vs. queijo de mistura (Continente, SONAE), em fungdo das zonas discriminantes do espectro: Regido I; Regido
Il; Regido Il1* (Woodcock et al., 2008)

Amostras Regido | Regiao Il Regido Il Observagoes
1454 cm't H-C-
Queiio O,bending,p
certifica é!o DOP 2956 cm 1 C-H(CH3), 1743 cm1 C=0,stretching,m 1388 cm C-C-H,bending,p A diferenca
¢ stretching,p 1643 cm-1 C=0, 1242 cm C-O- ¢
de Serra da i . . . entre os
Estrela da 2920 e 2850 cm! stretching(Amida I),g H,bending,p tros d
streching anti- 1543cm-1 C-NH, bending 1120 e 1060 cm'? Sl
empresa Vale de . . . . . queijos é na
Estrela simetric/simetric,m,m (Amida ll), g P=0,streching,p onale
985 cm! C-H, out-of-plane z "
LG (i) corres o;wdendo
1454 cmL H-C- (=1
. a diferengas ao
O,bending,m ,
nivel da
. 1388 cm™1 C-C-
2956 cm-1 C-H(CH3), 1743 cm1 C=0,streching,m . presenga de
" . . H,bending,m .
Queijo de mistura stretching,p 1643 cm-1 C=0, i acidos gordos,
. i . . 1242 cm™ C-0O- L
(Continente, 2920 e 2850 cm! stretching(Amida I),g H bendina.m aminodcidos e
SONAE) streching anti- 1543 cm-1 C-NH, bending ! 7g, compostos
. o . . 1174 cm1C-
simetric/simetric,g,g (Amida ll), g fosforados

O,bending(ester),p

1120 e 1060 cm?
P=0,streching,m
lIntensidade de banda:p-pequena,m-média,g-grande

A comparacdo da amostra de queijo de ovelha Serra da Estrela de certificacdo DOP da
empresa Vale de Estrela com queijo de vaca (Queijos Tavares, S.A., regido Seia) foi efetuada,
destacando-se apenas nos resultados apresentados as zonas do espectro consideradas como
discriminantes (regido | a Ill) (Figura 16, Tabela 27). A analise do espectro de infravermelho
(Figura 16) e respetiva tabela (Tabela 27) mostra que a diferenca entre os espectros dos 2
gueijos se centra na regido | e lll, sendo de um modo geral semelhante ao que sucede na
comparag¢do com o queijo de mistura, referido anteriormente. Para a zona | observa-se como
principal diferenca a maior intensidade para o queijo de vaca correspondente as bandas de
2920 e 2850 cm’, relacionadas com a presenca de &acidos gordos. No caso da zona lll, a
diferenca centra-se em vdérias bandas, nomeadamente na intensa a 1174 cm™, atribuida a
presenca de triacilglicerois, que no queijo de vaca esta presente (a semelhanga com o queijo
de mistura) e no queijo ovelha Serra da Estrela de certificagdo DOP esta ausente. A bandas de
1060 cm™ correspondentes ao grupo P=0 de compostos fosforados, no queijo de vaca
apresenta-se menos intensa do que no queijo ovelha Serra da Estrela de certificagdo DOP.
Relativamente a banda 985 cm™ sucede o oposto, indicando a presenca de aminodcidos
insaturados, sendo praticamente inexistente no queijo de vaca e mais intensa no queijo ovelha
Serra da Estrela de certificacdo DOP. Em suma, de um modo geral, para queijo ovelha Serra da
Estrela de certificagdo DOP as bandas descritas sdo bastante menos intensas do que no caso

do queijo de vaca. Verificou-se ainda o aparecimento de nova banda a 1174 cm™ na amostra

R
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de queijo de vaca e a banda a 985 cm™ aparece apenas no queijo de ovelha Serra da Estrela de

certificagcdo DOP.

% Traremittance

Figura 16. Comparacdo das amostras: queijo de ovelha Serra da Estrela de certificagdo DOP da empresa Vale de
Estrela (azul) vs. queijo de vaca (Queijos Tavares, S.A., regido Seia) (preto). Azul-Regido |; rosa- Regido Il; verde-
Regido Ill.

Tabela 27. Comparagdo das amostras: queijo de ovelha Serra da Estrela de certificagdo DOP da empresa Vale de
Estrela vs. queijo de vaca (Queijos Tavares, S.A., regido Seia), em fun¢do das zonas discriminantes do espectro:

Regido I; Regido Il; Regido IlI* (Woodcock et al., 2008)

Amostras Regiao | Regiao Il Regiao Il Observagoes
ce::i':i‘z'féo 1454 cm H-C-O, bending, p
DOP di 2956 cm1 C-H(CH3), 1743 cm1 C=0,stretching,m 1396 cm1 C-C-H,bending,p A diferenga
Serra da stretching,p 1643 cm-1 C=0, 1242 cm™! C-O-H,bending,p entre os
2910 e 2850 cm™! stretching(Amida I),g 1118 e 1062 cm™! espectros dos
Estrela da . . - . N
streching anti- 1539 cm-1 C-NH, bending P=0,streching,p queijos é na
empresa , e . :
Vale de simetric/simetric,m,m (Amida ll), g 985 cm! C-H, out-of-plane zonale
deformation, m I,
Estreld correspondendo
1454 cm H-C-0O,bending,m 3 difefen 25 20
Queijo de 1396 cm™! C-C-H,bending,m nivel Za
vaca 2956 cm1 C-H(CH3), 1743 cm1 C=0,streching,m 1242 cm1 C-O-H,bending,m resenca de
De stretching,p 1643 cm-1 C=0, 1174 cmi C- éz e ir o
Queijos 2920 e 2850 cm™? stretching(Amida l),g O,bending(ester),p aminoégcidos é
Tavares, streching anti- 1539 cm-1 C-NH, bending(Amida 1118 e 1062 cm-
o . L . . compostos
S.A., regido simetric/simetric,g, g I),g 1p=0,streching,m fosforados
Seia 985 cm! C-H, out-of-plane

lIntensidade de banda:p-pequena,m-média,g-grande

deformation,p

A comparac¢do da andlise do queijo de ovelha Serra da Estrela de certificacgdo DOP da
empresa Vale de Estrela com amostras de queijo de cabra (Queijos Lagos, regido de Seia) foi
ainda estudada espectroscopicamente. Os resultados obtidos apenas considerando as zonas

do espectro consideradas como discriminantes (regido | a lll) sdo apresentados na Figura 17 e

R
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Tabela 28. Foram detetadas diferencgas entre os espectros dos 2 queijos, centrando-se estas na
regido | e lll. Para a regido | as bandas de 2956 a 2850 cm™ correspondentes a modos C-H
streching, atribuida a presenca de acidos gordos, sdo marcadamente mais intensas para o
queijo de ovelha Serra da Estrela de certificagdo DOP. Na regido Il a diferenca é
fundamentalmente na banda 1174 cm? C-O,bending(ester), indicando presenca de
triacilglicerois, estando apenas presente para o caso do queijo de cabra. Concluiu-se que, de
um modo geral, a diferenca existente entre as 2 amostras de queijo, é que para queijo ovelha
Serra da Estrela de certificacdo DOP as bandas descritas sdo bastante menos intensas do que

no caso do queijo de cabra. Verificou-se o aparecimento de nova banda a 1174 cm™ na

amostra de queijo de cabra.

% Trans mittance

Figura 17. Comparacgdo das amostras: ovelha Serra da Estrela de certificagdo DOP (azul) vs. queijo cabra (preto).

Tabela 28. Comparagdo das amostras: ovelha Serra da Estrela de certificagdo DOP vs. queijo de cabra, em fun¢do
das zonas discriminantes do espectro: Regido I; Regido II; Regido IlI* (Woodcock et al., 2008)

Amostras Regiao | Regiao Il Regiao Il Observagoes
ceﬁi‘;iec ':‘°5° 1454 cm-! H-C-0, bending,p
DOP di 2956 cm1 C-H(CH3), 1743 cm! C=0,stretching,m 1396 cm1 C-C-H,bending,p
Serra da stretching,p 1643cm-1 C=0, 1242 cm! C-O-H,bending,p A diferenga entre
2920 e 2850 cm™ C-H stretching(Amida I),g 1118 e 1062 cm™?! os espectros dos
Estrela da . . . S
emoresa streching anti- 1539 cm-1 C-NH, P=0,streching,p queijos é na zona |
Va:::e de simetric/simetric,m,m bending(Amida Il),g 985 cm! C-H, out-of-plane elll,
deformation, m,m correspondendo a
Estrela diferengas ao
1454 cm H-C-0,bending,m nivel de gresen .
Queijo de LelanT (GO emifn de écidoz ordocs
) § 1743 cm1 C=0,streching,m 1242 cm™! C-O-H,bending,m . ,g. ’
cabra 2956 cm1 C-H(CH3), ! aminodcidos
.. . 1643 cm-1 C=0, 1174 cm1 C- .
el stretching,p stretching(Amida l),g O,bending(ester),p insaturados e
-1 H ’ 7 7 t
gtode | antrmettchmetopy | 1S39emLCNH, 1118 ¢ 1062 cr fostatados
ieia) A bending(Amida Il),g 1p=0,streching,p,p
985 cm! C-H, out-of-plane
deformation,p
lIntensidade de banda: mp-muito pequena,p-pequena,m-média,g-grande
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Para finalizar, foi comparado queijo de ovelha Serra da Estrela de certificagdo DOP da

empresa Vale de Estrela com amostras de queijo de ovelha desta regido, mas sem certificacao

DOP (Queijos Tavares, S.A., regido de Seia). Os resultados obtidos sdo apresentados na Figura

18 e na Tabela 29. Os resultados obtidos da comparacdo do espectro de infravermelho

mostram que a diferenga entre os espectros dos 2 queijos se centra na regiao lll. Nesta regido

a diferenca é fundamentalmente na banda 1174 cm™ C-O,bending(ester), indicando diferencas

em triacilglicerois. Concluiu-se que, de um modo geral, as amostras sdo semelhantes, e a Unica

diferenca significativa se encontra para o queijo de ovelha desta regido ndo DOP (Queijos

Tavares, S.A., regido de Seia) no aparecimento da nova banda 1174 cm™, embora pouco

intensa, enquanto que para o queijo certificacdo DOP de Serra da Estrela da empresa Vale de

Estrela esta banda nao existe.

% Traremittance

Figura 18. Comparagdo das amostras: ovelha Serra da Estrela de certificagdo DOP (azul) vs. queijo de ovelha desta
regido ndo DOP (Queijos Tavares, S.A., regido de Seia) (preto).

Tabela 29. Comparagdo das amostras: queijo de ovelha Serra da Estrela de certificagdo DOP da empresa Vale de
Estrela vs. queijo de ovelha desta regido (Queijos Tavares, S.A., regido de Seia) sem certificagdo DOP, em fungdo das
zonas discriminantes do espectro: Regido I; Regido II; Regido IlI* (Woodcock et al., 2008)

Amostras Regiao |

2956cm!
C-H(CH3), stretching,p
2920 e 2850 cm!
streching anti-
simetric/simetric,m,m,p

Queijo certificagdo
DOP de Serra da
Estrela da empresa
Vale de Estrela

Queijo do ovelha
desta regiao
(Queijos Tavares,
S.A,, regido de
Seia) sem
certificagio DOP

2956cmt C-H(CH3),
stretching,larga,p
2920 e 2850 cm™!
streching anti-
simetric/simetric,m,m

Regiao Il

1743cm C=0,stretching,m

1643 cm-1 C=0,
stretching(Amida l),g
1539 cm-1 C-NH,
bending(Amida Il),g

1743 cm™ C=0,streching,m

1643 cm-1 C=0,
stretching(Amida l),g

1539cm-1 C-NH, bending(Amida

I),g

lIntensidade de banda:p-pequena,m-média,g-grande
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Regiao Il
1454 cm H-C-O,bending,p
1396cmt C-C-H,bending,p
1242cmt C-O-H,bending,p
1118 € 1062 cm™?
P=0,streching,p
985cm-t C-H, out-of-plane
deformation, m
1454 cm H-C-0,bending,p
1396cm-t C-C-H,bending,p
1242 cm™ C-O-H,bending,p
1174cm C-
O,bending(ester),p
1118 € 1062 cm™
P=0,streching,p
985 cm! C-H, out-of-plane
deformation, m

Observagoes

A diferenga
entre os
espectros dos
queijos é na
zona lll,
correspondendo
a diferengas ao
nivel da
presenga de
triacilglicerois
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A pesquisa exaustiva do perfil de aminoacidos em Queijo Serra da Estrela teve por
objetivo identificar os diferentes trabalhos ja efetuados acerca da determinacdo dos
aminodcidos presentes no Queijo Serra da Estrela, assim como, compreender a sua influéncia
nas caracteristicas do mesmo. Assim, efetuou-se uma revisao bibliografica e um levantamento
dos métodos utilizados para identificacao e quantificacdo dos aminodcidos.

O queijo é um produto alimentar rico em acidos gordos saturados. Em contrapartida, a
protedlise ao longo do amadurecimento do queijo, leva a formacdo de substancias como os
aminoacidos (por exemplo, arginina, prolina, serina, asparagina, etc.), e estes desempenham
um papel fundamental no sabor e nas caracteristicas do queijo (Tavira et al., 1995). Além
disso, os aminodcidos tém um elevado valor nutricional e elevada importancia na avaliacdo da
qualidade dos alimentos, sendo de extrema relevancia os seus conteldos relativos na proteina
alimentar (Tessari et al., 2016).

Durante a protedlise, as proteinas s3o degradadas em produtos primarios
(polipeptideos) e, subsequentemente, em produtos secundarios, como peptideos pequenos e
médios e, eventualmente, aminodcidos livres. Da protedlise resultam substancias que sdo
importantes para o sabor ou que atuam como precursores do aroma. Acredita-se que a
protedlise primdria causa o amolecimento da textura do queijo no inicio do amadurecimento,
por meio da rutura de sua matriz proteica tridimensional (Fox et al., 1993). A protedlise
secunddria gera peptideos que sdo pequenos o suficiente para serem detetados pelos
recetores de sabor humano.

Os produtos da protedlise podem servir como substratos para protéases e peptidases
microbianas, que por sua vez levam a peptideos menores e aminodacidos livres. Certos
aminodcidos livres sdo extremamente importantes no desenvolvimento de sabores, como a
Arginina que esta relacionada com a amargura, enquanto a Prolina, a Serina e a Asparagina
estdo relacionadas com a dogura (lzco et al., 2000). A quantificagdo dos aminoacidos livres
pode ser muito Util para queijos cuja maturagao é acelerada, como forma de avaliar o seu
efeito no sabor e na intensidade do aroma (Kosikowski et al., 1988). No entanto, a analise de
aminodcidos livres pode ser problemdtica, especialmente devido ao alto conteldo de
proteinas e peptideos. Assim, é necessdrio aplicar uma técnica de desproteiniza¢dao eficaz
antes da quantificacdo. Os métodos mais amplamente usados incluem precipitagdo acida,
ultrafiltracdo e precipitagdo com solventes organicos (Aristoy et al., 1991). Na precipitacdo

acida é usual utilizar concentragdes de 2 a 12 % de acido tricloroacético (TCA), 5% 4cido
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fosfotlngstico, 2,5 a 3,5% 4cido sulfossalicilico, acido perclérico (PCA) (Ali Qureshi et al., 1984),
acido picrico (Reville et al., 1978), sendo este Ultimo o precipitante mais discriminador. Ja na
ultrafiltracdo, método de desproteinizacdo fisico, sdo utilizadas membranas de corte e na
precipitacdo com solventes orgéanicos é utilizado acetonitrilo (Aristoy et al., 1991).

Varios métodos tém sido propostos para a andlise dos aminoacidos, como a
cromatografia de troca idnica, cromatografia liquida (HPLC), cromatografia gasosa (GC),
eletroforese capilar, dai ser necessdria a desproteinizacdo (Sanchez-Machado et al., 2003;
Jiménez-Martin et al., 2012). Geralmente, os aminoacidos sdo analisados apds derivatizagdo da
amostra. Usualmente, o método usado é HPLC de fase reversa, com detetor UV visivel, e os
reagentes mais usados para derivatizacdo sao cloroformato de 9-fluorenilmetila, orto-
ftalaldeido e isotiocianato de fenil (Sanchez-Machado et al., 2003) A cromatografia gasosa em
conjunto com a espectrometria de massa (GC-MS) é um método simples, versatil e rapido e
permite obter resultados com elevada resolucdo e reprodutibilidade. Os reagentes de
derivatizacdo utilizadas para a andlise de GC-MS sdao BSTFA e MTBSTFA. No entanto, o
reagente MSBSTFA produz um derivado mais estavel do que o reagente BSTFA. O MTBSTFA é o
segundo agente derivado mais amplamente utilizado na realizacdo de GC-MS, e alguns autores
recomendam o seu uso quando houver necessidade de procedimento de sililacio de
aminodcidos. (Sobolevsky et al., 2003; Jiménez-Martin et al., 2012).

Os perfis de aminoacidos juntamente com outros dados fisico-quimicos foram
totalmente aplicados com sucesso, por exemplo, para distinguir entre queijos Grana Padano
DOP e ndo DOP e Queijos Caciocavallo de amadurecimento longo DOP e ndo DOP. O mesmo
estudo foi feito pelos autores Tavaria et al. (1995) e Reis Lima et al. (2019) com o queijo Serra
da Estrela.

Na Tabela 30 encontram-se discriminados os diferentes aminodcidos identificados por
diferentes autores em queijo Serra da Estrela. Os autores Tavaria et al. (1995) prepararam as
amostras pelo método Pico-Tag™ (Waters, Milford MA, EUA) e analisaram os aminodcidos por
HPLC. J4 os autores Reis Lima et al. (2019) prepararam as amostras com adi¢cdo de acetonitrilo

seguido de sonicag¢do e analise por UPLC-DAD-MS/MS.

Tabela 30. Resumo dos aminodcidos livres identificados por diferentes autores

Média * desvio padrao

Aminoacidos livres Reis Lima et al. (2019)* Tavaria et al. (1995)**
Histidina (His) 0,19+0,09 4,39+1,75
Leucina-Isoleucina (Leu-lle) 40,00 + 15,00 -
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Lisina (Lys) 0,34 £0,30 12,93 + 8,51
Metionina (Met) 1,10+ 0,80 3,46 £ 2,51
Fenilalanina (Phe) 23,00 +10,00 33,38 + 15,56
Treonina (Thr) 0,27 £0,19 -
Triptofano (Trp) 2,20+1,70 21,22 +5,86
Valina (Val) 9,10+5,10 64,97 £ 37,01
Alanina (Ala) N.D. 4,83 +8,12
Arginina (Arg) 0,11 + 0,07 -
Arginina + treonina (Arg+Thr) - 9,91 +7,45
Asparagina (Asn) 24,00 + 14,00 4,84 + 2,57
Acido aspartico (Asp) 0,79 £ 0,57 0,66 + 0,59
Cisteina (Cys) 75,00 + 27,00 32,56 + 10,37
Cistina (Cys-Cys) N.D. -
Acido Glutamico (Glu) 2,00+2,70 21,27 £ 5,62
Glutamina (Gin) 0,35+0,41 10,32 +6,39
Glicina (Gly) N.D. 6,48 + 2,56
Prolina (Pro) 33,00+ 12,00 7,34 £ 8,60
Tirosina (Tyr) 1,00 + 1,40 4,29 + 3,65
Serina (Ser) 0,52+0,28 0,17 +0,11

*45 dias de maturagdo, média + desvio padrio expressos em mg/100 g de matéria seca.
**35 dias de maturagdo, média * desvio padrdo expressos em mg/100 g de base hiumida.
N.D. — N3do detetado.

No estudo efetuado pelos autores Reis Lima et al. (2019) os aminoacidos livres foram
detetados em baixas quantidades. A possibilidade de utilizd-los como varidveis discriminantes
de origem também é interessante, embora os seus conteudos sejam altamente dependentes
do tempo de maturagao, tipo de leite e procedimentos tecnoldgicos de produgdo. Ja no estudo
efetuado pelos autores Tavaria et al. (1995) os valores de aminoacidos livres detetados foram
elevados, o que pode revelar uma forte atividade das protéases da microflora em
desenvolvimento durante a maturagao do queijo Serra da Estrela.

Os resultados obtidos pelos autores acima citados apontam que os perfis de
aminodcidos juntamente com outros dados fisico-quimicos podem ser utilizados, no futuro,
como uma ferramenta pratica e precisa de autenticacdo de origem para os queijos Serra da
Estrela.

De seguida sdo apresentadas diferentes propostas de procedimentos experimentais

para a determinagdo de aminodcidos livres.
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Propostas de procedimentos experimentais

PROCEDIMENTO 1 - Determinacdo de aminoacidos livres (Jiménez-Martin et al., 2012)

Reagente
e Acido Cloridrico (HCl) = extracdo
e Acetonitrilo (C;HsN) = desproteinizacdo e derivatizacdo
e Padrdo interno: DL-norleucina (5ng/ml)
e Diclorometano (CH,Cly)
e MTBSTFA (N-Methyl-N-(tert-butyldimethylsilyl) trifluoroacetamide) - agente de

derivatizacdo

Extragao de aminodcidos livres com solvente
e Moer 5 g de queijo.
e Homogeneizar as amostras por 4 min num Stomacher 400 (Lab-Blender, Barcelona,
Espanha) com 25 mL de 0,1 M HCI.
e Transferir o contelddo para um tubo de plastico e centrifugar a 10 000 rpm por 50 min
ad-°C.

e Filtrar os sobrenadantes com |3 de vidro e armazenar a —-80 °C até a analise.

Desproteinizagdo dos aminodacidos livres

e Colocar 100 pL da solucgdo filtrada em tubos cénicos.

e Em seguida, adicionar 250 pL de acetonitrila para desproteinizar as amostras.

e Centrifugar os tubos a 10 000 rpm durante 3 min a 4 °C.

e Em seguida, transferir 100 puL do sobrenadante para tubos de micro-centrifuga
resistentes ao calor com tampas de rosca e adicionar 100 pL de uma solugdo de DL-
norleucina (5 ng/mL) como padrdo interno.

e Secar os tubos em vacuo speed modelo SVC200 (Savant, Barcelona, Espanha) acoplado
a um coletor de condensacgdo refrigerado modelo RT4104 (Savant) por 120 min.
(NOTA: evaporar a vdcuo, temperatura ambiente parece ser importante.)

e Remover a agua residual adicionando 50 plL de diclorometano as amostras secas e
usando o vacuo de velocidade novamente por 30 min. (NOTA: Adicionar 0,5 ml de

diclorometano e evaporar para assegurar completa remogdo de dgua)
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e Adicionar 50 pL do agente de derivatizagdo (MTBSTFA) e 50 plL de acetonitrilo aos
tubos secos, agitar manualmente.
e Incubar a 100 ° C por 60 min para induzir a reacao de derivatizacao.

e Armazenar os tubos a -18 °C.

PROCEDIMENTO 2 - Andlise de aminoacidos, acidos gordos, aminas, acidos organicos, e

sacarideos (Ochi et al., 2012)

Reagentes
e Solucdo metanol/H,O/CHCl3 (2,5/1/1, v/v/v) = extracido
e Ribitol = padrdo interno
o Agua Milli-Q
e Piridina - solvente
e Cloridrato de metoxiamina = 12 agente de derivatizacdo

e MSTFA (N-methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoroacetamide) = 22 agente de derivatizagdo

Extracdo de aminodcidos livres com solvente

e Congelar as amostras de queijo em nitrogénio liquido, moidas e, em seguida, liofilizar.

e Colocar 100 mg de queijo liofilizado em tubos Eppendorf de 2 mL e adicionar 1000 uL
de metanol/H,0/CHCls.

e Adicionar 60 puL de 0,2 mg/mL de ribitol, como um padrdo interno e agitar no vortex e
sonicar durante 1,5 min por 3 vezes.

e Centrifugar a mistura a 16.000 x g, por 3 min a 4 °C e, em seguida, transferir 800 uL do
sobrenadante para um tubo Eppendorf de 1,5 mL.

e Adicionar 400 pL de agua Milli-Q e agitar a amostra num vortex.

e Centrifugar a amostra a 16.000 x g, durante 3 min a 4 °C.

e Transferir 500 plL de sobrenadante para outro tubo Eppendorf de 1,5 mL e tampado. A
seguir, perfurar a tampa e evaporar o extrato, para retirar o metanol, numa centrifuga
concentradora a vacuo, a temperatura ambiente, por aproximadamente 2 h.

e Apods evaporagdo, liofilizar o extrato num frasco de vidro a temperatura ambiente

durante a noite.
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Derivatizacdo da amostra
e Adicionar 100 pL de cloridrato de metoxiamina em piridina (20 mg/mL) a amostra
liofilizada acima, e incubar a mistura num Thermomixer Comfort (Eppendorf, Téquio,
Japdo) a 30 ° C por 90 min para induzir a rea¢cdo de metoxizacao.
e Adicionar 50 puL de MSTFA e a incubar a mistura a 37 ° C por 90 min para induzir a

reacdo de sililagao.

PROCEDIMENTO 3 - Determinacdo de aminodcidos livres (Reis Lima et al., 2019)

Reagentes
e Acetonitrilo/4dgua (50:50) (v/v) = precipitante (solvente organico)

e N-acetilo-L-Tirosina = padrdo interno

Extracdo dos aminodacidos livres e precipitagdo de proteinas
e Colocar 5 g de amostra em frascos contendo 10 ml de dgua/acetonitrilo e 3,0 mM de
padrdo interno.
e Agitar a mistura em vértex durante 5 minutos a 500 rpm.
e Sonicar durante 10 minutos a temperatura ambiente (20 °C).
e Centrifugar as amostras a 4 °C e 10 000 rpm durante 10 min.
e Filtrar o sobrenadante em vacuo com uma membrana de filtro de nylon de 0,2 um e

armazenar a -4 °C.
Derivatizacao da amostra

NOTA: Adicionar 0,5 ml de diclorometano e evaporar para assegurar completa remo¢do de

agua

PROCEDIMENTO 4 - Determinacdo de aminodcidos livres (lzco et al., 2000)

Reagentes
e Acido Cloridrico 0,1 M (HCl) = extragdo
e Sulfona de metionina 0,4 mM - padrdo interno
e Acido tricloroacético (40%) = desproteinizacdo
e Trielilamina-metanol-1 M acetato de sddio, 1:2:2 (v/v/v)

e Metanol-agua-trietilamina-fenilisotiocianato, 7:1:1:1 (v/v) = agente de derivatizacdo
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Extracdo de aminodcidos livres com solvente
e Colocar 1 g de amostra em 10 ml de HCI contendo sulfona de metionina.
e Homogeneizar a mistura usando ultraturrax e sonicar em ultrassons por 20 minutos.

e Centrifugar a 3000 g por 10 minutos.

Desproteinizagdao dos aminodacidos livres
e Diluir (1:1, v/v) 500 ul do sobrenadante obtido anteriormente em &cido tricloroacético
(40%).
e Deixar reagir durante 10 min a 0-4 °C.
e Centrifugar a 20000 g por 10 min.
e Secar avacuo 25 ul do sobrenadante.
e Adicionar 20 pl de trielilamina-metanol-1 M acetato de sddio a amostra seca e secar a

vacuo novamente.

Derivatizacdo da amostra
e Adicionar 20 pl de solugdo de derivatizacdo e incubar durante 10 min a temperatura
ambiente e secar a vacuo. E adicionada a amostra seca e esta é seca de novo.
e Suspender as amostras em 100 ul de solucdo Pico-tag.

e Filtrar a amostra por um filtro hidrofilico tipo-HV.

NOTA: Adicionar 0,5 ml de diclorometano e evaporar para assegurar completa remog¢do de

dgua.

e Andlise do perfil de gordura no queijo Serra da Estrela

O queijo Serra da Estrela é produzido a partir de leite cru de ovelha das ragas autéctones
portuguesas ‘Churra Mondegueira’ e ‘Bordaleira Serra da Estrela’ e coagulado a partir da flor
de cardo selvagem (Cynara cardunculus L.), durante um periodo limitado (geralmente de
dezembro a maio). Muitos fatores podem afetar a composicdo do leite, incluindo clima, estado
nutricional e fisioldgico do rebanho, bem como o estdgio de lactacdo, que por sua vez
influenciam as caracteristicas finais do queijo.

Correia et al. (2016) mostraram que o ecétipo do cardo influencia a cor, textura e
caracteristicas sensoriais dos queijos Serra da Estrela. Outros autores, estudaram o perfil de
acidos gordos e como ele é influenciado por diferentes fatores, tais como tempo de

maturacdo, época de fabricacdo do queijo, tempo de armazenamento, diferentes tratamentos
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de funcionalizacgdo do queijo ou mesmo devido a suplementacdo de racdo de ovinos.
(Partidaria et al., 1998; Reis Lima et al., 2020).
Na Tabela 31 encontram-se discriminados os diferentes acidos gordos identificados por

diferentes autores em queijo Serra da Estrela.

Tabela 31. Resumo dos acidos gordos identificados por diferentes autores

Quantidade média t desvio padrao (%)
Carocho et al.

Acidos gordos Reis Lima et al. (2019) Carocho et al. (2015) (2016)
Ca:o (acido butirico) 43+14 2,3+0,2 2,3+0,1
Cs:0 (acido capraico) 3,6+1,0 2,6+0,1 2,6+0,2
Cs:0 (acido caprilico) 3,2+0,9 2,4 +0,05 2,6+0,3
C10:0 (acido caprico) 8,6 2,2 6,9+0,1 8+1
C11.0 (4cido undecandico) 0,10 + 0,04 - -
C12:0 (acido laurico) 52+1,1 43+0,1 5+1
C13.0 (acido tridecanéico) 0,09 + 0,02 - -
Cia:0 (acido miristico) 11,4+1,3 10,6 £0,1 11+1
Cia:1 (acido miristoleico) 0,30+0,14 - -
Cis0 (aCIdg 1,0+0,2 - 1,4+0,2
pentadecandico)
Ci6:0 (acido palmitico) 239+19 23,3+0,2 25+2
Ci6:1 (acido palmitoleico) 0,8+0,2 - 1,0+£0,1
C17:0 (acido
heptadecanéico) 0,7+0,1 ) 1,0£0,1
Cis.0 (acido estearico) 10,8+1,8 11,5+0,3 11+1
Cis:1noc (acido oleico) 19,1+3,8 26,4+0,2 -
C1s:2n6t (éc.ido linoleico 14405 i )
trans-isomero)
C1s:2n6c (acido linoleico) 3,1+0,5 2,60 + 0,04 -
C1s:3n3 (acido a-linoleico) 1,5+0,4 - -
C20:0 (acido araquidico) 0,23 £ 0,06 - -
C20:1 (acido gondoico) 0,09 £ 0,05 - -
C21.0 (acido heneicosanoico) 0,07 + 0,05 - -
Ca0:4n6 (acido araquiddnico) 0,3+0,1 - -
C22:0 (acido docosandico) 0,11+ 0,06 - -
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