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Introducao

A espectroscopia de infravermelho tem sido uma ferramenta analitica amplamente
utilizada em vdrias areas, nomeadamente no controlo alimentar, devido a rapidez com que as
amostras podem ser analisadas quase sem manipulacdo (Blanco e Villarroya, 2002).

Esta ferramenta analitica € uma técnica nao invasiva que se baseia na analise das
vibracdes moleculares resultantes da excitacao provocada por um feixe de radiacdo na zona do
infravermelho (Cordella et al., 2002).

A regidao do infravermelho no espectro eletromagnético situa-se entre as gamas do
visivel e as microondas e subdivide-se em infravermelhos préximos (4000-12500 cm™), médios
(400-4000 cm™) e longinquos (10-400cm™) (Reich, 2005).

Para a obtencdo de um espectro de infravermelho de uma amostra é medida a
quantidade de energia absorvida pela amostra a cada comprimento de onda quando sobre
esta se aplica um feixe de luz infravermelha. O espectro resultante (espectro de transmissao
ou absorg¢do) identifica os comprimentos de onda do infravermelho a que a amostra absorve
radiacdo e através do qual se pode identificar que tipos de ligagdes quimicas estdo presentes
na amostra em analise.

Os espectros sdo mais complexos e mais dificeis de interpretar em fun¢do do numero de
ligagdes ativas no infravermelho que se encontrem na matriz analisada. Por outro lado, quanto
mais complexa for a molécula a analisar, maior o numero de bandas de absorcido e,
consequentemente, é necessario um maior cuidado na andlise e interpretagao de resultados.

As técnicas de espectroscopia comummente utilizadas sdo:

e NIR (Espectroscopia de Infravermelho Préoximo) — esta técnica baseia-se na
interpretacdo da informacgao espectral resultante da absorc¢édo de energia por parte das
ligagGes existentes nas moléculas de uma determinada amostra, que podem ser
causadas por sobreposi¢cdes de vibragdes fundamentais, combina¢bes de vibragdes
fundamentais e absorgGes eletrénicas (regido de aquisicdo de espectros 12000 a 4000
cm™);

o FTIR-ATR (Espectroscopia de infravermelho com transformadas de Fourier com
refletancia total atenuada) — neste método é utilizado um cristal com indice de
refragdo muito elevado (superior ao da matriz a analisar) e baixa absor¢do no

infravermelho (regido de aquisicdo de espectros 4000 — 400 cm); e
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e Raman - esta ferramenta analitica usa um feixe de luz monocromatica que ao
atingir a amostra, é espelhada por ele, gerando luz da mesma energia ou de energia
diferente da incidente. Esta permite identificar as ligacdes presentes nas moléculas
constituintes de um material, seja ele sdlido, liquido ou gasoso, transparente ou
opaco, cristalino ou amorfo. Por outro lado, com esta técnica, é possivel analisar
vibragdes a comprimentos de onda muito inferiores, determinar o tipo e a quantidade
de ligagbes presentes nas estruturas moleculares de materiais organicos ou
inorganicos a partir dos seus estados de vibracdes fundamentais (regido de aquisicdo
de espectros 4000 — 50 cm™).

As vibracbes moleculares passiveis de serem medidas em espectroscopia de
infravermelho podem ser classificadas em vibracdo de deformacdo angular (bending) e
vibracdo de deformacdo axial (stretching).

Os espectros adquiridos por um equipamento de andlise de espectroscopia de
infravermelho sdao complexos, devido a ocorrerem sobreposi¢cdes e combinacGes das ligacdes
dos vdrios grupos funcionais presentes numa mesma amostra. Para se proceder a
interpretacdo da informacdo espectral é necessdrio recorrer a varios métodos de
guimiometria, nomeadamente calibracdo multivariada, que utiliza varios comprimentos de
onda especificos para cada determinacdo de uma dada caracteristica de uma amostra
(Shurvell, 2001). Na maioria dos casos é utilizada a mesma informacdo espectral em regides
diferentes e com diferentes pré-processamentos, sendo possivel retirar informagdo de varios
componentes de uma mesma amostra (Shurvell, 2001; Anjos et al., 2016).

Devido a complexidade dos espectros, estes sdo geralmente transformados antes da
andlise multivariada. No processo de otimizacdo dos modelos, pode ser utilizado com pré-
processamento dos espectros as seguintes metodologias: (i) correcdo multiplicativa de
dispersdo; (ii) correcdo da linha de base; (iii) normalizacdo pelo minimo e maximo,
normalizacdo vetorial; (iv) primeira derivada: primeira derivada + corre¢do multiplicativa de
dispersdo; (v) primeira derivada + correcdo da linha de base; e (vi) primeira derivada +
normalizacdo vetorial e segunda derivada.

Na calibragao e validagdo dos modelos obtidos por espectroscopia de infravermelho a
robustez dos mesmos ¢ avaliada por uma série de parametros, designadamente: (i) nimero de
componentes principais, (ii) coeficiente de determinagdo, (iii) erro quadratico médio de
validagdo cruzada (iv) a diferenca entre valores previstos de amostra e os valores de referéncia

da amostra na validagdo do modelo e (v) desvio residual de previsdo.
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Execucao da tarefa

A tarefa 1.4 teve como principal objetivo desenvolver uma metodologia que assegurasse
a origem do queijo da Serra da Estrela através da técnica de espectroscopia de infravermelho.
Isto é, era previsto o desenvolvimento de uma interface de recolha de dados e programacao
das curvas de calibragdo, com o cruzamento de varios casos de estudo, conferindo grau de
inteligéncia artificial, para que seja possivel através desta metodologia, para qualquer tipo de
leite de ovelha, verificar se este é de origem da raca ‘Bordaleira Serra da Estrela’ e ‘Churra
Mondegueira’ ou de outras ragas e de cruzamentos que estdo a ser utilizados na producdo de
queijo Serra da Estrela.

Em sede de candidatura era previsto que a execucdo desta tarefa fosse alcancada
através da utilizacdo da metodologia NIR (Near-Infrared Spectroscopy). Contudo, através da
analise mais aprofundada da literatura, verificou-se que uma desvantagem da utilizacdo desta
metodologia é a sua fraca sensibilidade para constituintes menores, como sais e compostos
nitrogenados sollveis em agua, sendo o seu limite de sensibilidade aproximadamente 0,1%
para a maioria dos constituintes (lwamoto & Kawano, 1992). J4 a absorcdo por MIR (Mid-
Infrared Spectroscopy) abrange tipos especificos de ligacdes quimicas, permitindo a
identificacdo de moléculas organicas e organometalicas, sendo aplicada no mundo inteiro no
controlo de qualidade. As principais vantagens desta técnica sdo a velocidade de medida, custo
moderado e facilidade na aplicacdo de amostra na industria alimentar, facilitado ainda mais
com a introducdo do mddulo de Atenuacgdo Total de Reflexdo (ATR). Para além das vantagens
referidas, na drea da autenticidade do queijo (Downey, 1998), que inclui a origem geogréfica e
a detecdo de adulteracdo, a espectroscopia MIR é largamente empregue, proporcionando
viabilidade para a discriminacdo do processo de producdo e origem da amostragem (Pillonel et
al., 2003; Picquet et al., 2004). Considerando todos estes aspetos descritos na literatura, foi
definido pelo Consércio a utilizagdo do Espetrometro de infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR) para a realizacdo da presente tarefa, uma vez que esta tecnologia permite o
fornecimento de informagdo estrutural, em que os varios grupos organicos mostram picos de
absorgdo caracteristicos, resultantes de transi¢des vibracionais nas moléculas. Estas bandas de
absorgdo sdo caracteristicas da classe de compostos e, através da comparagdo com informagao
publicada na literatura, é possivel a identificacdo destas bandas.

Assim, a BLC3, a UM e a ESTGOH executaram a tarefa 1.4 em parceria, desenvolvendo

uma metodologia de prova de origem do queijo Serra da Estrela DOP por recurso aos dados
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dos espectros de FTIR-MIR e quimicos. Estes dados passaram por uma ferramenta de analise

inteligente de dados.

Andlise FTIR-MIR

PublicacGes recentes tém vindo a demonstrar o potencial da espectroscopia de
infravermelho, acoplada a tratamento matematico (como a quimiometria), para determinacao
da composicdo e de autenticidade na industria alimentar, como por exemplo na area da
qualidade e autenticidade do queijo (Woodcock et al., 2008). Estas técnicas sdo rapidas, nao
destrutivas e relativamente pouco dispendiosas, facilitando a transferéncia desta tecnologia
do laboratério para a linha de produc¢do na industria.

O trabalho desenvolvido no ambito desta tarefa foi dividido em duas etapas.
Inicialmente foi efetuada a analise por FTIR- MIR das amostras de leite e queijo e
levantamento da informac3do estrutural qualitativa; seguidamente procedeu-se ao tratamento
matematico da informacao obtida.

Cada amostra no FTIR-MIR deve ser analisada pelo menos 3 vezes e o espectro médio é
usado para a classificacdo. E de salientar que é necessdria uma enorme quantidade de
amostras analisadas, para que seja possivel desenvolver a metodologia de prova de origem do
queijo Serra da Estrela DOP com recurso ao desenvolvimento de uma plataforma web.

Assim, procedeu-se a recolha de amostras e a sua consequente andlise por
espectroscopia FTIR-MIR. Complementarmente a informacao obtida da analise dos parametros
fisico-quimicos destas amostras de leite (ja descrito no entregdvel da tarefa 1.1) e de queijo (ja
descrito no entregavel da tarefa 1.2) proporcionou dados analiticos que podem completar a
informagdo obtida da metodologia matematica desenvolvida de prova de origem do queijo
Serra da Estrela DOP, com recurso a ferramentas de andlise inteligente de dados aplicada a
informacao proveniente de andlise de FTIR-MIR. Neste seguimento, foi criada uma plataforma
web que serve para registar e, posteriormente armazenar a informacgdo relativa aos dados de
ensaios que estdo a ser executados para analisar a autenticidade do queijo Serra da Estrela. A
Tabela 1 foi utilizada como base de andlise de requisitos para a conce¢do e desenvolvimento

da plataforma web.

Tabela 1. Base de requisitos para a concegdo de desenvolvimento da plataforma web

. Tipo de dados -
Atributo . Descrigao
Tipo de anélise U (unidades) ¢
E DOP? Adimensional Booleano
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Humidade % Determinagdo do teor de dgua contida
0
numa amostra
Cinzas % Quantificagdo do conteudo inorganico
0
numa amostra
pH Adimensional Medigdo do potencial de Hidrogénio

numa amostra
Determinagdo da quantidade de 4cido
latico numa amostra
Teor de dgua disponivel para o
Atividade de 4dgua Adimensional crescimento de microrganismos e para
reagGes enzimaticas
Quantificagdo da fragdo lipidica de uma
amostra
Determinagdo do perfil de textura:
compreende-se por esta propriedade
reoldgica o conjunto de propriedades
Coesividade Adimensional fisicas agrupadas que definem a
estrutura dos elementos de um
alimento; sdo sentidos primeiramente ao
toque e estdo relacionados a
deformagdo, desintegragdo; sdao
Adesividade m) mensuradas objetivamente em fungao
de massa, tempo e distancia
Analise por espectroscopia de
infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR) de amostras de queijo e
Analise ETIR et leite, que possibilita a determinagdo dos
analitica grupos moleculares e funcionais
constituintes de um material através da
comparacgao com informagédo publicada
na literatura

Analise quimica . "
q Acidez titulavel %

Gordura %

Dureza g

Analise fisica TPA
Elasticidade mm

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 espetrémetro de infravermelho por transformada de Fourier (Shimadzu,
Japdo) acoplado de um acessdrio de reflexdo total atenuada (ATR) (Shimadzu, Japdo). Para
cada andlise a amostra foi irradiada com radiacdo de infravermelho de 4000 a 500 cm™, no
modo de transmitancia.

Na presente tarefa foram analisados leite de ovinos da raga ‘Bordaleira Serra da Estrela’,
‘Lacaune’, ‘Assaf’ e leite de vaca e cabra. Quanto aos queijos, foram analisados queijo de
ovelha, de vaca, de cabra, de mistura e 4 queijos Serra da Estrela de certificacdo DOP, de
produtores distintos.

Este estudo foi iniciado com a andlise do leite de ovelha ‘Bordaleira Serra da Estrela’;
para este tipo de leite foram estudadas amostras de leite de 3 ovelhas diferentes desta racga
(amostras fornecidas pelo produtor Sebastido Alves). Estes espectros revelaram-se similares. A
titulo de exemplo é mostrado um espectro de infravermelho de leite de ovelha ‘Bordaleira
Serra da Estrela’ na Figura 1.
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Para além do leite de ovelha ‘Bordaleira Serra da Estrela’ da regido da Serra da Estrela
com que é produzido o queijo Serra da Estrela DOP, foram também considerados no estudo de
anadlise por espectroscopia de infravermelho, leite de vaca e leite de cabra, para efeitos
comparativos e discriminatdrios. Pretendendo-se através da andlise espectroscdpica de FTIR
avaliar a existéncia ou ndo de diferengas entre as diferentes origens de leites, como
informacdo analitica complementar para avaliacdo de garantia de genuinidade e qualidade do
queijo Serra da Estrela DOP.

O espectro de infravermelho do leite de ovelha ‘Bordaleira Serra da Estrela’, revelou um
conjunto variado de bandas de vdrias intensidades, que podem ser atribuidos a variados
grupos funcionais. De forma a facilitar a interpretacdo do espectro, foram selecionadas 3
regides discriminantes (I a ll): a regido | de 3000 a 2700 cm%; a regido Il de 1800 a 1500 cm™ e
aregido Ill de 1500 a 500 cm™.

Na zona anterior a regido | é possivel observar uma banda larga em torno de 3300 cm™
gue corresponde a vibracdo streching N-H e O-H stretching indicando a presenca de agua e de
proteinas. Uma vez que a presenca de agua no leite é varidvel, esta banda ndo pode ser usada
como fator de discriminacgdo, portanto ndo foi incluida nas regides atrds consideradas.

A regido | (3000 a 2700 cm™) onde é possivel observar as bandas 2920 e 2850 cm™
correspondentes a C-H do metileno modo streching antissimétrico e simétrico,
respetivamente, esta relacionada com a presenga de acidos gordos (Nicolaou et al., 2010).
Estas bandas podem apresentar intensidades varidveis consoante o tipo de leite e estdo
relacionadas com a gordura no leite (Nicolaou et al., 2010).

A regido Il (1800 a 1500 cm™) mostra primeiramente a banda com intensidade elevada a
1741 cm™ correspondente a vibracdo stretching de C=0, indicando a presenca de esteres de
acidos carboxilicos, nomeadamente triglicerideos. A presenca das bandas 1641 e 1548 cm™
esta relacionada com o grupo funcional amida das proteinas (Kher et al., 2007), sendo a 1643
cmidentificada com a vibrag3o 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 presenga de proteinas, da sua estrutura secunddria e estado de agregacao
(Kher et al., 2007).

A regido Ill (1500 a 500 cm™) corresponde a zona da impress3o digital; nesta é possivel
observar a 1463 cm™ a banda correspondente a -CH, scissoring de cadeias acilo de lipidos
(Mendelsohn et al., 2010), a 1165 cm™ banda de vibragdo C-O, indicando a presenca de lipidos

(Zhou et al., 2006). Adicionalmente ainda é possivel observar a banda larga a 1097 cm?™, que
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pode ser associada ao grupo P=0 de compostos fosfatados (Jaiswal et al., 2007) e também a
vibracdes de elongation de C-O indicando a presenca de polissacarideos e de lactose
(Markoska et al., 2019). 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 distingdo espectroscépica entre

diferentes tipos de leite.
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Figura 1. Espectro de infravermelho de amostra Lb1l (leite de ovelha ‘Bordaleira Serra da Estrela’). Azul-Regido |;
rosa- Regido Il; verde- Regido Ill.

Na Figura 2 é mostrada a comparagdo dos espectros de leites de ovelha ‘Bordaleira
Serra da Estrela’ provenientes de 3 ovelhas diferentes. Nesta comparacdo espectral de leites

nao foram visiveis diferencas significativas ao nivel das 3 zonas discriminantes.
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Figura 2. Comparacgdo de espectro de infravermelho das amostras de leite de ovelha ‘Bordaleira Serra da Estrela’:
amostra Lb1, Lb2, Lb3. Azul-Regido I; rosa- Regido II; verde- Regido Ill.
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Adicionalmente, foi efetuada uma andlise por infravermelho de outros tipos de leite,
com o objetivo de simular possiveis situacdes de adulteracdo de queijo de ovelha, com leite de
vaca e/ou de cabra e identificar possiveis diferengas entre estes leites e leite de ovelha usado
para produzir queijo de Serra da Estrela. De seguida é apresentado, de forma resumida, a
comparagdo entre os espectros obtidos desta analise.

Inicialmente foi efetuada a comparagao do leite de ovelha ‘Bordaleira Serra da Estrela’
com amostra de leite de cabra (amostra fornecida pelo produtor Sebastido Alves). Os
resultados obtidos encontram-se resumidos na Figura 3 e na Tabela 2. Na Tabela 2 destacam-
se apenas as zonas do espectro consideradas como discriminantes (regido | a lll). A andlise do
espectro de infravermelho e respetiva tabela mostra que a diferenca entre os espectros dos 2
leites se centra na regido | e Ill. Na regido | as bandas 2920 e 2850 cm%, correspondentes a C-H
do metileno modo streching antissimétrico e simétrico, respetivamente, estdo relacionadas
com a presenca de acidos gordos e diretamente relacionadas com a gordura no leite,
apresentam-se mais intensas para o leite de cabra. Para a zona lll a diferenca fundamental
encontra-se banda de vibracdo C-O, associada a presenca de lipidos, que se encontra mais
intensa para o leite de cabra.

Concluiu-se que, de um modo geral, ndo existiram diferencas acentuadas entre o
espectro das 2 amostras de leite de ovelha e de cabra, exceto no caso das bandas
referenciadas, em que para o queijo de cabra sdo mais intensas do que no caso do leite de
ovelha. N3do se constatou o aparecimento de novas bandas significativas na amostra de leite de

cabra.

5] | Il I
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Figura 3. Comparagdo do espectro de infravermelho das amostras de leite de ovelha ‘Bordaleira Serra da Estrela’
(Lb1) e leite de cabra (Lc). Azul-Regido I; rosa- Regido Il; verde- Regido Il
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Tabela 2. Comparagdo das amostras: leite de ovelha ‘Bordaleira Serra da Estrela’ vs. leite de cabra, em fungdo das
zonas discriminantes do espectro: Regido |; Regido Il; Regido IlI* (lintensidade de banda: p-pequena, m-média, g-

grande)

Amostras Regiao | Regiao Il Regiao Il Observagoes
1463 cm™ -CH, scissoring,m A diferenca
Leite de 2954 cm C- 1743 cm™ C=0,stretching,g 1170 cm? C- " s
ovelha H(CH3),stretching,p 1639 cm! C=0, stretching(Amida O,bending(ester),m os eenctr:)gijos
Bordaleira 2920 e 2846 cmt 1),p 1101 cm1P=0,streching I:‘tes & nas
Serra da streching anti- 1537 cm™ C-NH, bending (Amida e C-0 elongation,m zolnas Lelll
Estrela simetric/simetric,m,m I),p 650 cm™! C-H bending de Ue !
compostos insaturados,g q
; . corresponde a
1463cm 1 -CH, scissoring,m diferencas ao
2954 cm™ C- 1743 cm1 C=0,streching,g 1170 cm1 C- m’velgda
Leite de H(CH3),stretching,p 1639 cm™ C=0, stretching(Amida O,bending(ester),g resenca de
cabra 2920 e 2846 cmt 1),p 1101 cm1P=0,streching P i id:s o
streching anti- 1537 cm1 C-NH, bending (Amida e C-0 elongation,m P
. . . . compostos
simetric/simetric,g,g ),p 650 cm® C-H bending de .
insaturados

compostos insaturados,g

Foi também analisado o leite de vaca (adquirido em superficie comercial, leite inteiro e
de marca Mimosa) e efetuada a comparacdo espectroscopica com o leite de ovelha ‘Bordaleira
Serra da Estrela’ e leite de cabra e vaca. Os resultados sdo apresentados na Figura 4 e Tabela
3. Na Tabela 3, destacam-se apenas as zonas do espectro consideradas como discriminantes
(regido | a lll). A andlise da comparacdo do espectro de infravermelho (Figura 4) e respetiva
tabela (Tabela 3Tabela 3) mostram que a diferencga entre os espectros dos 3 leites é marcada
para as 3 regibes |, II, Ill. Na zona | as bandas 2920 e 2850 cm™, correspondentes a C-H do
metileno modo streching antissimétrico e simétrico, respetivamente, estdo relacionadas com a
presenca de acidos gordos e diretamente associadas com a gordura no leite, apresentando-se
bastante mais intensas para o leite de ovelha e cabra do que para o leite de vaca. Para a zona
II, a diferenca estd nas bandas 1641 e 1548 cm™ relacionadas com o grupo funcional amida das
proteinas (Kher et al., 2007), sendo a 1643 cmidentificada com a vibracdo stretching de C=0,
também designada de Amida | e a 1548 cm™ com o modo bending de N-H, designada de Amida
I, verificando-se que para o leite de ovelha e cabra estas apresentam-se muito menores que
no caso do leite de vaca. Para a zona lll, as bandas 1463 cm™ -CH, scissoring de cadeias acilo de
lipidos (Mendelsohn et al., 2010) e a 1165 cm™ banda de vibra¢do C-O indicam a presenca de
lipidos, encontrando-se bastante mais elevadas para o leite de ovelha e cabra do que para o
leite de vaca.

Adicionalmente ainda foi possivel observar a banda larga a 1097 cm™ que pode ser
associada ao grupo P=0 de compostos fosfatados (Jaiswal et al., 2007) e também a vibracbes
de elongation de C-O indicando a presenca de polissacarideos e de lactose (Markoska et al.,

2019), de intensidade média para o leite de ovelha e cabra e semelhante a existente no leite

R
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de vaca. Porém o formato da banda em torno de 1097 cm™ para o leite de vaca encontra-se

bastante diferente em relacdo aos outros leites. 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 aromadticos, apesar da sua intensidade ndo permitir a distincdo

espectroscopica entre diferentes tipos de leite, verifica-se que esta é marcadamente mais

intensa para o leite de vaca em relac¢do aos leites de ovelha e cabra.
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Figura 4. Comparacgdo de espectro de infravermelho das amostras de leite de ovelha ‘Bordaleira Serra da Estrela’
(Lb1) com leite de cabra (Lc) e leite de vaca (Lv). Azul-Regido |; rosa- Regido Il; verde- Regido IIl.

Tabela 3. Comparagdo das amostras: leite de ovelha ‘Bordaleira Serra da Estrela’ vs. leite de cabra e de vaca, em
fungdo das zonas discriminantes do espectro: Regido |; Regido II; Regido Ill.

Amostras Regiao | Regiao Il
-1
Leite de 2954 cm'1 C- - ;Zfé:;;m
ovelha H(CH3),stretching,p iy 9.9
. . 1639 cm'! C=0,
Bordaleira 2920 e 2846 cm™ . .
Serra da streching anti- SN eR) 1
Estrela’ simetric/simetric,m,m L2277 s T
T bending (Amida Il),p
-1
2954 cm* C- C-éz‘:fezlr:'ng g
leitede  H(CH3)stretching,p 1639 cmL C=0,
2920 e 2846 cm™ . .
cabra streching anti- stretching(Amida l),p
simetric/singetric 1537 cm C-NH,
99 pending (Amida Il),p
-1
2954 cm'1 C- 1743 e
H(CH3),stretching,p O s
- ; ) 1
Lev';i:e 2920 e 2846 cm'! R ET G0,

streching anti-
simetric/simetric,p,p

lIntensidade de banda: p-pequena,

stretching(Amida l),g
1537 cm1C-NH,
bending (Amida Il),g

m-média, g-grande

Regiao Il
1463 cm™! -CH, scissoring,m
1170 cm? C-
O,bending(ester),m
1101 cm1P=0,streching
e C-0 elongation,m
650 cm! C-H bending de
compostos insaturados,g
1463cm -CH; scissoring,m
1170 cm™! C-0,bending(ester),g
1101 cm1P=0,streching
e C-0 elongation,m
650 cm! C-H bending de
compostos insaturados,g
1465 cm! -CH; scissoring, p
1170 cm™ C-0O,bending(ester),p
1101 cm P=0,streching
e C-O elongation,m
650 cm™t C-H bending de
compostos insaturados,g

Observagoes

A diferenca entre os
espectros dos leites é

nas zonas |, ll e lll,

correspondendo a
diferengas ao nivel da
presenca de lipidos,
proteinas, carboidratos

e compostos
insaturados
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Posteriormente, procedeu-se a recolha de amostras de leite de racas de ovinos
‘Lacaune’ e ‘Assaf’ de um produtor local de Oliveira do Hospital, que serviram de referéncia, e
a sua consequente analise por espectroscopia FTIR-MIR, como informagdo analitica
complementar para avaliagdo de garantia de genuinidade e qualidade do queijo Serra da
Estrela DOP.

Assim como anteriormente referido, a informacdo obtida da andlise dos parametros
fisico-quimicos destas amostras de leite proporcionara dados analiticos para completar a
informacdo obtida proveniente de analise de FTIR-MIR.

Este estudo foi iniciado com a andlise do leite de ovelha da raga ‘Assaf’ desta regido.
Para este tipo de leite foram estudadas amostras de leite de 3 ovelhas da raca ‘Assaf
diferentes. A titulo de exemplo é mostrado um espectro de infravermelho de leite de ovelha
da raca ‘Assaf’ (Figura 5)Figura 5.

O espectro de infravermelho do leite de ovelha da raca ‘Assaf’ revelou um conjunto
variado de bandas de varias intensidades, que podem ser atribuidas a variados grupos
funcionais. De forma a facilitar a interpretacdo do espectro, foram selecionadas 3 regides
discriminantes (I a Ill): a regido | de 3000 a 2700 cm™; a regido Il de 1800 a 1500 cm™ e a regido
Il de 1500 a 500 cm™.

Na zona anterior a regido | é possivel observar uma banda larga em torno de 3300 cm™
que corresponde a vibracdo streching N-H e O-H stretching indicando a presenca de agua e de
proteinas. Uma vez que a presenga de adgua no leite é variavel, esta banda ndo pode ser usada
como fator de discriminacgdo, portanto ndo foi incluida nas regides atrds consideradas.

A regido | (3000 a 2700 cm™) onde é possivel observar as bandas 2920 e 2850 cm
correspondentes a C-H do metileno modo streching antissimétrico e simétrico,
respetivamente, esta relacionada com a presenca de acidos gordos (Nicolaou et al., 2003).
Estas bandas podem apresentar intensidades varidveis consoante o tipo de leite e estdo
relacionadas com a gordura no leite (Nicolaou et al., 2003).

A regido Il (1800 a 1500 cm™) mostra primeiramente a banda com intensidade elevada a
1741 cm correspondente a vibracdo stretching de C=0 indicando a presenca de esteres de
acidos carboxilicos, nomeadamente triglicerideos. A presenca das bandas 1643 e 1548 cm?
esta relacionada com o grupo funcional amida das proteinas (Khner et al., 2007), sendo a 1643
cm?identificada com a vibracdo 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 para estas bandas
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€ uma evidéncia da presenca de proteinas, da sua estrutura secundaria e estado de agregacdo
(Kher et al., 2007).

A regido Ill (1500 a 500 cm™) corresponde & zona da impressdo digital; nesta é possivel
observar a 1463 cm™ a banda correspondente a -CH; scissoring de cadeias acilo de lipidos
(Mendelsohn et al., 2010)), a 1161 cm™ banda de vibrag¢do C-O indicando a presenca de lipidos
(Zhou et al., 2006). Adicionalmente ainda é possivel observar a bandas larga a 1097 cm™ que
pode ser associada ao grupo P=0 de compostos fosfatados (Pranita et al., 2015) e também a
vibragdes de elongation de C-O indicando a presenca de polissacarideos e de lactose
(Markoska et al., 2019). 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 espectroscdpica entre

diferentes tipos de leite.
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Figura 5. Espectro de infravermelho do leite de ovelha da raga ‘Assaf’. Azul - regido I; Laranja - regido Il; Verde -
regido lll.

Na Figura 6 é mostrada a comparacdo dos espectros de leites de ovelha de raca ‘Assaf’
provenientes de 3 ovelhas diferentes. Nesta comparacdo espectral de leites, ndo foi visivel
diferenca significativa ao nivel das 3 zonas discriminantes, apenas se observaram variacées ao
nivel da intensidade destas.

Nomeadamente as diferencas de intensidade entre os espectros dos 3 leites encontram-
se na regido inicial de I, préximo de 3000 cm™, associada a quantidades varidveis de dgua e de
proteinas; e na zona lll a 1377 e a 1097 cm™, mostrando quantidades e variacdes nos

polissacarideos e lactose.
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Figura 6. Comparagdo de espectro de infravermelho das amostras de leite de ovelha ‘Assaf’, individuo 1, 2, 3. Verde
(individuo 1); rosa (individuo 2); azul (individuo 3). Azul - regido I; Laranja - regido Il; Verde- regido IIl.

Adicionalmente, foi efetuada uma analise por infravermelho de leite proveniente de
outra raca designada por ‘Lacaune’, da zona de Serra da Estrela, leite que é utilizado para
produzir queijo da Serra da Estrela (ndo DOP). Na Figura 7 é mostrado o espectro de
infravermelho representativo do leite de ovelha da raga ‘Lacaune’.

O espectro de infravermelho do leite de ovelha da raga ‘Lacaune’ revelou um conjunto
variado de bandas de vdrias intensidades, associadas a varias classes de compostos
semelhantes as encontradas também na raca ‘Assaf’. A regido | (3000 a 2700 cm™) contém as
bandas 2920 e 2850 cm™ correspondentes a C-H do metileno modo stretching antissimétrico e
simétrico, respetivamente, associadas a acidos gordos, porém com pequena intensidade neste
tipo de leite (Nicolaou et al., 2003).

A regido Il (1800 a 1500 cm™) mostrou primeiramente a banda com intensidade média a
1741 cm™ correspondente a vibrac3o stretching de C=0, mostrando a presenca de esteres de
acidos carboxilicos, nomeadamente triglicerideos. A presenca das bandas 1642 cm™ intensas
(vibragdo stretching de C=0, amida 1) e 1548 cm™ diminutas (modo bending de N-H, amida Il),
relaciona-se com o grupo amida das proteinas (Kher et al., 2007). A elevada intensidade para
estas bandas é uma evidéncia da presenga de proteinas, da sua estrutura secundaria e estado
de agregacdo (Kher et al., 2007).

Na regido Il (1500 a 500 cm™), a zona da impressdo digital, foi possivel observar as
bandas associadas aos lipidos a 1463 cm™, a banda correspondente a -CH, scissoring de
cadeias acilo (Mendelsohn et al., 2010) e 1161 cm™ banda de vibra¢do C-O (Zhou et al., 2006),
ambas de intensidade menor que o leite de raca ‘Assaf’. Adicionalmente, foi visivel a banda a

1097 cm™ que pode ser associada ao grupo P=0 de compostos fosfatados (Pranita et al., 2015)
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e também a vibragdes de elongation de C-0O, indicando a presenca de polissacarideos e de
lactose (Markoska et al., 2019). Nesta regido é mostrada a banda larga e intensa a 650 cm™
correspondente a C-H bending de compostos insaturados (incluindo alcenos) e aromaticos,

gue neste leite é muito intensa.
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Figura 7. Espectro de infravermelho do leite de ovelha da raga ‘Lacaune’. Azul - regido I; Laranja - regido Il; Verde -
regido lll.

Amostras de leite de 3 individuos da raca ‘Lacaune’ foram estudadas para inferir acerca
das variacGes na composicdo em termos das familias de compostos entre individuos desta
raca. Na Figura 8 é mostrada a comparacdo dos espectros de leites de ovelha de raca ‘Lacaune’
provenientes de 3 ovelhas diferentes. Nesta comparacdao espectral de leites ndo foi visivel
diferenca significativa ao nivel das 3 zonas discriminantes, apenas se observam variagées a
nivel de intensidade destas entre amostras. As diferencas de intensidade entre os espectros

dos 3 leites encontram-se em todas as regides discriminantes (regido |, Il e IIl).

'——_W »
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Figura 8. Comparacgdo de espectro de infravermelho das amostras de leite de ovelha ‘Lacaune’; individuo 1, 2, 3.
Verde (individuo 1); Rosa (individuo 2); Azul (individuo 3). Azul - regido I; Laranja - Regido Il; Verde - Regido Ill.
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A comparacdo dos leites de ovelha obtido para as duas ragas ‘Assaf’ e ‘Lacaune’ é um
aspeto importante a ter em conta, porque apesar das ovelhas serem ambas da zona de Serra
da Estrela, tém caracteristicas diferentes, tornando-se importante observar as diferencas
existentes entre os seus espectros de infravermelho. Os resultados obtidos encontram-se
resumidos na Figura 9 e na Tabela 4. A analise dos resultados mostrou que a diferenga entre
os espectros dos 2 leites se centra na regido | e lll. Na zona anterior a regido | a principal
diferenca residiu na banda larga em torno de 3300 cm™, que corresponde a vibracdo stretching
N-H e O-H stretching, indicando a presenca de agua e de proteinas, que pode ser variavel
dependendo das ragas de ovelha, sendo que a regido | apresentou bandas mais intensas para o
leite de ovelha ‘Lacaune’. Para a zona lll a diferenca fundamental encontrou-se na banda de
vibracdo a 1097 cm™, que pode ser associada ao grupo P=0O de compostos fosfatados e
também a vibracdes de elongation de C-O indicando a presenca de polissacarideos e de
lactose, que se encontra mais intensa para o leite de ovelha ‘Assaf’. Na Tabela 4, destacam-se

apenas as zonas do espectro consideradas como discriminantes (regido | a lll).

% Transmittance

Figura 9. Comparagdo de espectro de infravermelho das amostras de leite de ovelha ‘Lacaune’ (azul) e ‘Assaf’
(preto). Azul - regido I; Laranja - regido II; Verde - regido Ill.
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Tabela 4. Comparagdo das amostras: leite de ovelha ‘Lacaune’ e ‘Assaf’, em fungdo das zonas discriminantes do
espectro: Regido I; Regido Il; Regido IlI1

Amostras Regido | Regiao Il Regido Il Observagoes
. 1463 cm! -CH, scissoring, m A diferenca
3300 cg_—: _jg:;g;,’gg N-He 1741 cm™ C=0, stretching, g 1161 cm™ C-O, bending entre os
Leite de 2954 cm’1CH(CI-€|I3) 1633 cm-1 C=0, (ester) ,m espectros dos
ovelha . ! stretching(Amida 1), p 1095 cm™ P=0, streching leites é nas
‘Assaf’ _?’ ;i . 1537 cm-1 C-NH, bending e C-0 elongation, m zonas anterior a
2920 e 2850 cm stretching . q .
anti-simetric/simetric, m, m (Amida ), p 663 cm C-H bending de lelll
s compostos insaturados, g Correspondendo
. 1463cm 1 -CH; scissoring, m a diferencas a
3300 com_—: j::::cczllgg N-He 1741 cm™ C=0, stretching, g 1161 cm1 C-O, bending nivel de
Leite de 2954 et C-H(Cﬁ?:) 1633 cm-1 C=0, stretching (ester), g presenga de
ovelha de stretchin ! (Amidal), p 1095 cm1 P=0, stretching agua e de
‘Lacaune’ 2920 e 2850 cm’?’sfretchin 1537 cm-1 C-NH, bending e C-O elongation, m proteinas e
anti-simetric/simetric g (Amida ll), p 663 cm! C-H bending de polissacarideos
59,9 compostos insaturados, g e de lactose

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

Concluindo, de um modo geral, as diferencas registadas entre o espectro das 2 amostras
de leites de ovelha ‘Lacaune’ e ‘Assaf’, estdo relacionadas com a diferenca relativa na
intensidade das bandas.

Para finalizar, é interessante comparar estas amostras de leite com amostra de leite de
raca de ovelha ‘Bordaleira Serra da Estrela’, sendo que a comparagdo espectroscépica com o
leite de ovelha ‘Assaf’, ‘Lacaune’ e ‘Bordaleira Serra da Estrela’ é mostrada na Figura 10 e
Tabela 5.

Nesta comparagdo, destacam-se apenas as zonas do espectro consideradas como
discriminantes (regido | a Ill). A analise da comparacdo do espectro de infravermelho (Figura
10 e Tabela 5) mostrou que a diferenca entre os espectros dos 3 leites residiu na intensidade
relativa das bandas, sendo marcada para as 3 regides |, Il, lll. Na zona | as bandas 2920 e 2850
cm? correspondentes a C-H do metileno modo streching antissimétrico e simétrico,
respetivamente, estdo relacionadas com a presenga de dcidos gordos e diretamente
associadas com a gordura no leite, apresentam-se bastante mais intensas para o leite de
ovelha ‘Bordaleira Serra da Estrela’, seguida de ‘Assaf’, do que para ‘Lacaune’. Para a zona ll, a
diferenca esta nas bandas 1741 cm™ correspondente a vibracdo stretching de C=0 indicando a
presenca de esteres de Aacidos carboxilicos, nomeadamente triglicerideos, tendo sido
extremamente intensa para o leite de ovelha ‘Bordaleira Serra da Estrela’, seguida de ‘Assaf’ e
diminuta para a ‘Lacaune’. As bandas a 1641 cm™ e 1548 cm™ est3o relacionadas com o grupo
funcional amida das proteinas, sendo a 1641 cm™ identificada com a vibrac3o stretching de
C=0, também desighada de Amida | e a 1548 cm™ com o modo bending de N-H, designada de

Amida Il. Estas bandas mostram o oposto do verificado anteriormente: para o leite de ovelha
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‘Lacaune’ a banda da amida | apresentou-se muito maior que no caso do leite de ovelha
‘Bordaleira Serra da Estrela’ e ‘Assaf’. Para a zona lll, as bandas 1463 cm-1 -CH; scissoring de
cadeias acilo de lipidos e a 1165 cm™ banda de vibra¢do C-O indicam a presenca de lipidos,
encontram-se bastante mais elevadas para o leite de ovelha ‘Bordaleira Serra da Estrela’ e
‘Assaf’ do que para o leite de ‘Lacaune’ Adicionalmente, ainda foi possivel observar a banda
larga a 1097 cm™, que pode ser associada ao grupo P=0 de compostos fosfatados e também a
vibragdes de elongation de C-O, indicando a presenga de polissacarideos e de lactose, de
intensidade média para o leite de ovelha Bordaleira Serra da Estrela’ e ‘Assaf’ e menor para o
leite de raca ‘Lacaune’. Nesta regido ainda foi possivel observar a banda larga e intensa a 673
cm? correspondente a C-H bending de compostos insaturados (incluindo alcenos) e
aromaticos. Apesar da sua intensidade ndo permitir a distincdo espectroscdpica entre
diferentes tipos de leite, verificou-se que esta é marcadamente mais intensa para o leite de
ovelha ‘Lacaune’ em relacdo aos leites de ovelha ‘Bordaleira Serra da Estrela’ e ‘Assaf’.
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Figura 10. Comparagdo de espectro de infravermelho das amostras de leite de ovelha de ‘Bordaleira Serra da
Estrela’ (azul); leite de ‘Assaf’ (rosa); leite de ‘Lacaune’ (preto). Azul - regido I; Laranja - regido Il; Verde - regido lIl.

Tabela 5. Comparag¢do das amostras: leite de ovelha ‘Bordaleira Serra da Estrela’ vs. leite ovelha ‘Lacaune’ e ‘Assaf’,
em fungdo das zonas discriminantes do espectro: Regido I; Regido Il; Regido Il

Amostras Regiao | Regiao Il Regiao Il Observacoes
3377 cm-1 stretching . .
14 1-CH
N-H e O-H stretching 1741 cm C=0, 63 cn?w CH sc:s.?ormg, m A diferenca entre os
) . 1165 cm! C-O, bending (ester), .
. 2954 cm-1CH(CH3), stretching, g espectros dos leites é
Leite de ) m
stretching, p 1641 cm-1 C=0, P . nas zonas |, Il e lll, que
ovelha i ) . 1097 cm1 P=0, stretching
, ) 2920 e 2850 cm! stretching (Amida I),p . corresponde a
Assaf’ . . e C-O elongation, m . )
stretching anti- 1537 cm-1 C-NH, B ) diferengas ao nivel das
. L. . . . 673 cm! C-H bending de .
simetric/simetric, m, bending (Amida Il), p . quantidades presentes
compostos insaturados, g . ,
m de lipidos, proteinas,
Leite de 3377 cm-1 stretching 1741 cm C=0, 1463cm™ -CH; scissoring, m carboidratos e
ovelha de N-H e O-H stretching stretching ,g 1165 cm™ C-0, bending (ester), = compostos insaturados
‘Lacaune’ 2954 cm1 C-H(CH3), 1641 cm-1 C=0, g
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1097 cm1P=0, stretching
e C-O elongation, m
673 cm® C-H bending de
compostos insaturados, g

stretching (Amida l),p
1537 cm-1 C-NH,
bending (Amida Il), p

stretching, p
2920 e 2850 cm!
stretching anti-
simetric/simetric, g, g

3377 cm-1 stretchil . .
cm-.. stretcning 1463 cm1 -CH; scissoring, m

. N-H e O-H stretching 1741cm™1 C=0, 4 .
Leite de 2954 cm-L C-H(CH3), . 1165 cm1 C-O, bending (ester),
ovelha stretchin 1641 cm-1 C=0 m
‘Bordaleira g.p § . e 1097 cm1P=0, stretching
2920 e 2850 cm! stretching (Amida I),p .
SRCE stretching anti- 1537 cm-1 C-NH OGO, 0
Estrela’ g ¢ 673 cm™ C-H bending de

simetric/simetric, m, bending (Amida Il), p
m

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

compostos insaturados, g

Concluindo, de um modo geral, existiram diferencas significativas na intensidade das
bandas entre as 3 amostras de leite.

A determinacao 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 espetrémetro de infravermelho por transformada de Fourier (Shimadzu,
Japdo) acoplado de um acessorio de reflexdo total atenuada (ATR) (Shimadzu, Japdo). Para
cada andlise a amostra foi irradiada com radiacdo de infravermelho de 4000 a 500 cm™, no
modo de transmitancia.

Além do queijo de ovelha da regido da Serra da Estrela (queijo Serra da Estrela DOP)
principal objeto do projeto, foram também considerados no presente estudo o queijo de
mistura, queijo de vaca e queijo de cabra, para efeitos comparativos e discriminatérios.
Pretendendo-se através da andlise espectroscépica de FTIR avaliar a existéncia ou ndo de
diferengas entre as diferentes qualidades de queijo da zona da Serra de o queijo Serra da
Estrela DOP, como técnica analitica complementar de garantia de genuinidade e qualidade
deste.

Este estudo foi iniciado com a analise do queijo da ovelha desta regido (Queijos Tavares,
S.A., regido de Seia), cujo espectro de infravermelho é apresentado na Figura 11. O espectro
de infravermelho do queijo de ovelha revelou um conjunto variado de bandas de vdrias
intensidades que podem ser atribuidos a variados grupos funcionais. De forma a facilitar a
interpretacdo do espectro, foram selecionadas 3 regides discriminantes (I a lll) (Karoui et al.,
2005): a regido | de 3000 a 2800 cm™; a regido Il de 1700 a 1500 cm™ e a regido Il de 1500 a
500 cm™,

Na zona anterior a regido | é 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 func¢do de condi¢des de conserva¢do e maturagdo,
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esta banda ndo pode ser usada como fator de discriminacgdo (Karoui et al. 2007), portanto ndo
foi incluida nas regides atrds 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 cmcorrespondente ao modo streching do C-H dos metilos
terminais, relacionadas com a presenga de acidos gordos (Karoui et al., 2005; Karoui et al.,
Dufour et al., 2000). 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 indicando a presenca de &cidos
carboxilicos, nomeadamente 4cidos gordos, aldeidos e ésteres. A presenca das bandas 1643 e
1548 cm™ é relacionada com o grupo funcional amida das proteinas (Karoui et al., 2005; Karoui
et al., 2004; Mazerolles et al., 2001), sendo a 1643 cmidentificada 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 regido Ill (1500 a 500 cm™) corresponde a zona da impress3o digital, nesta é possivel
observar numerosas pequenas bandas correspondentes as cadeias laterais de aminoacidos,
nomeadamente entre 1153 e 900 cm™ onde se localizam vibracdes 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-0O,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 presenga de aminodacidos
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 nao permitir a distingdo espectroscépica ente diferentes tipo de

queijo.
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Figura 11. Espectro de infravermelho de amostra QOC1 (Queijo de ovelha curado). Azul-Regido I; rosa Regido l;
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). Aqui vao ser
apresentados de forma resumida a comparacdo entre os espectros obtidos desta andlise.

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 (Continente, SONAE). Os resultados
obtidos encontram-se resumidos na Figura 12 e Tabela 6.

Na Tabela 6 destacam-se apenas as zonas do espectro consideradas como
discriminantes (regido | a lll). A anadlise do espectro de infravermelho e respetiva tabela
mostram que a diferenga entre os espectros dos 2 queijos se centra na regido lll e nas varias
pequenas bandas correspondentes as cadeias laterais de aminodcidos, nomeadamente entre
1153 e 900 cm* onde se localizam vibrac¢des de stretching de C-O e C-C, e também diversas
vibracbes 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, indicando a presenga de aminodcidos insaturados. Constatou-se que, de um
modo geral, para o leite de ovelha as bandas descritas foram bastante menos intensas do que
no caso do queijo de mistura. Ndo se constatou o aparecimento de novas bandas significativas

na amostra de queijo de mistura.
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de ovelha curado (azul) vs. queijo de mistura (preto). Azul-Regido I;

Tabela 6. Comparagdo das amostras: queijo de ovelha curado vs. queijo de mistura, em fung¢do das zonas

discriminantes do espectro: Regido I; Regido Il;
Amostras Regiao |
2956 cm™ C-
Queijo de H(CH3),stretching,p
ovelha 2910 e 2850 cm™!
curado streching anti-
simetric/simetric,m,m
2956 cm™ C-
" H(CH3),stretching,p
Queijo de 2910 e 2850 cm't
mistura

streching anti-
simetric/simetric,m,m

Regido 11

Regiao Il

1741 cm1 C=0,stretching,m
1639 cm-1 C=0, stretching(Amida

1),8

1537 cm-1 C-NH, bending(Amida

I),g

1741 cm™ C=0,streching,m
1639 cm-1 C=0, stretching(Amida

)8

1537 cm-1 C-NH, bending(Amida

I),g

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

Regiao Il
1454 cm™ H-C-O,bending,p
1392 cm1 C-C-H,bending,p
1242 cm™ C-O-H,bending,p
1174 cm1 C-
O,bending(ester),p
1116 e 1058 cmt
P=0,streching,p
983 cm! C-H, out-of-plane
deformation ,m
1454 cm H-C-0O,bending,m
1392 cm1 C-C-H,bending,m
1242 cm1 C-O-H,bending,m
1174 cm1 C-
O,bending(ester),p
1116 e 1058 cmt
P=0,streching,m

Observagoes

A diferenga
entre os
espectros dos
queijos é na
zona lll, que
corresponde a
diferengas ao
nivel da
presenga de
aminoacidos e
aminoacidos
insaturados e
compostos
fosfatados

A comparacdo da andlise do queijo de ovelha com amostras de queijo de vaca (Queijos

Tavares, S.A., regido Seia) é mostrada na Figura 13 e Tabela 7, destacando-se apenas as zonas

do espectro consideradas como discriminantes (regido | a lll). A analise dos resultados mostrou

que a diferenca entre os espectros dos 2 queijos se centra na regido Il

Na zona

correspondente a 1153 e 900 cm? onde se localizam as varias pequenas bandas

correspondentes as cadeias laterais de aminoacidos, como vibragdes de stretching de C-O e C-

C, e também diversas vibragdes de modo bendind, as diferengas foram pouco significativas. Em

relacdo as bandas 1116 e 1058 cm™ correspondentes ao grupo P=0 de fosfolipideos e também

a 983 cm™ & banda correspondente ao modo C-H, out-of-plane deformation, indicam a
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presenca de aminodcidos insaturados, tendo-se verificado uma menor intensidade no espectro
do queijo de vaca. Concluindo, de um modo geral, ndo existiu diferenca acentuada entre as 2
amostras de queijo, exceto no caso das bandas 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 queijo de vaca.

Figura 13. Comparagdo das amostras: queijo de vaca (azul) vs. queijo ovelha (preto). Azul-Regido |; rosa- Regido I;
verde- Regido Ill.

Tabela 7. Comparagao das amostras: queijo de ovelha curado vs queijo de vaca, em fungao das zonas discriminantes
do espectro: Regido I; Regido Il; Regido It

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

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

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

Foram comparados espectroscopicamente o queijo de ovelha com o queijo de cabra

(Queijos Lagos, regido de Seia). Os resultados obtidos (apenas as zonas do espectro

consideradas como discriminantes - regido | a lll) sdo mostrados na Figura 14 e na Tabela 8.
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Foram detetadas diferencas entre os espectros dos 2 queijos, centrando-se estas na

regido | e Ill. Para a regido | as bandas de 2956 a 2850 cm™, correspondentes a modos C-H

streching, atribuidas a presenca de acidos gordos, foram marcadamente mais intensas para o

queijo de ovelha. Na regido Il a diferenca foi fundamentalmente nas bandas 1174cm™ 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. Concluiu-se que, de um modo geral, a diferenca existente entre as 2

amostras de queijo 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.
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Figura 14. Comparacdo das amostras: queijo de ovelha curado (azul) vs. queijo cabra (preto).

Tabela 8. Comparagdo das amostras: queijo de ovelha curado vs queijo de cabra, em fungdo das zonas

discriminantes do espectro: Regido I; Regido II; Regido IlI*

Amostras Regiao |
2956 cm™! C-

Queijo de H(CH3),stretching,p
ovelha 2910 e 2850 cm™ C-H
curado streching anti-

simetric/simetric,m,m
2956 cm™ C-

Queijo de H(CH3),stretching,p

cabra 2918 e 2850 cm't streching

anti-simetric/simetric,p,p

PROGRAMA DE
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Regiao Il

1741 cm™ C=0,stretching,m
1639 cm-1 C=0,
stretching(Amida l),g
1537 cm-1 C-NH,
bending(Amida Il),g

1741 cm™ C=0,streching,m
1639 cm-1 C=0,
stretching(Amida l),g
1537 cm-1 C-NH,
bending(Amida Il),g

5020

Regiao Il
1454 cm! H-C-0,bending,p
1392 cm™! C-C-H,bending,p
1242 cm C-O-H,bending,p
1174 cm™ C-
0,bending(ester),p
1116 e 1058 cm!
P=0,streching,p
983 cm™ C-H, out-of-plane
deformation ,m,m

Observagoes

A diferencga entre
os espectros dos
queijos é na zona
lelll
Corresponde a
diferengas ao
nivel de presenca
de acidos gordos,

1454 cm1 H-C-0O,bending,m aminoacidos
1392 cm™! C-C-H,bending,m insaturados e
1242 cm1 C-O-H,bending,m compostos
1174 cm C- fosfatados
O,bending(ester),mp
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1093 e 1058 cm-
1p=0,streching,p,p
983 cm! C-H, out-of-plane
deformation ,p
!Intensidade de banda: mp-muito pequena,p-pequena,m-média,g-grande

Posteriormente, procedeu-se a recolha de amostras de queijo Serra da Estrela de
certificacdo DOP que vao servir de referéncia e a sua consequente anadlise por espectroscopia
FTIR-MIR, para inferir da autenticidade do queijo Serra da Estrela DOP.

Para os queijos Serra da Estrela de certificacdo DOP foram consideradas as amostras de
queijo da empresa Vale de Estrela, queijaria artesanal Paulo Rogério, queijaria dos Lobos e
empresa Maratona de Delicias de Alvoco das Vdarzeas, para efeitos comparativos e
discriminatdrios de outras amostras de queijo a analisar no futuro. Pretendeu-se, através da
analise espectroscopica de FTIR, avaliar a existéncia ou ndo de diferencas entre as diferentes
gualidades de queijo da zona da Serra de Estrela de certificacdo DOP, como técnica analitica
complementar de garantia de genuinidade e qualidade deste.

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 15. O espectro de infravermelho do queijo de ovelha Serra da Estrela de certificacao
DOP (empresa Vale de Estrela), revelou um conjunto variado de bandas de vdrias intensidades
que podem ser atribuidos a variados grupos funcionais. De forma a facilitar a interpretacdo do
espectro, foram selecionadas 3 regides discriminantes (I a lll) (Karoui et al., 2005): a regido | de
3000 a 2800 cm™®; a regido Il de 1700 a 1500 cm™ e a regido Ill de 1500 a 500 cm™.

Na zona anterior a regido | é possivel observar uma banda larga em torno de 3300 cm™
que corresponde a vibracdo streching O-H indicando a presenca de 4gua; uma vez que a
presenca de dgua no queijo é variavel em funcdo de condi¢des de conservagdo e maturacao
esta banda ndo pode ser usada como fator de discriminagdo (Karoui et al., 2007) portanto ndo
foi incluida nas regides atras consideradas.

A regido | (3000 a 2800 cm™) onde é possivel observar as bandas 2920 e 2850 cm
correspondentes a C-H do metileno modo streching anti-simetrico e simétrico, respetivamente
e também banda mais fraca a 2956 cm™correspondente ao modo streching do C-H dos metilos
terminais, estdo relacionadas com a presenga de acidos gordos (Karoui et al., 2005; Karoui et
al., 2004).

A regido Il (1700 a 1500 cm™) mostra primeiramente a banda com intensidade elevada a

1743 cm™ correspondente a vibracdo stretching de C=0 indicando a presenca de &cidos
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carboxilicos, nomeadamente acidos gordos, aldeidos e ésteres. A presenca das bandas 1643 e
1548 cm™ estd relacionada com o grupo funcional amida das proteinas (Karoui et al., 2005;
Karoui et al., 2004; Mazerolles et al., 2001; Karoui et al., 2005), sendo a 1643 cmidentificada
com a vibracgdo 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 secunddria e estado de agregacdo (Mazerolles et al.
2001).

A regido Ill (1500 a 500 cm™) corresponde a zona da impress3o digital, nesta é possivel
observar numerosas pequenas bandas correspondentes as cadeias laterais de aminoacidos,
nomeadamente entre 1153 e 900 cm™ onde se localizam vibracBes de stretching de C-O e C-C,
e também diversas vibracdes de modo bending, 1454 cm™(H-C-O,bending),1400 cm™(C-C-H,
bending),1238 cm™(C-C-H,bending),),1120 cm™(C-O,bending(grupo ester)?. Adicionalmente
ainda é possivel observar as bandas 1120 e 1060 cm™ correspondentes ao grupo P=0 de
compostos fosforados e também a 983 a banda correspondente ao modo C-H, out-of-plane
deformation, indicando a presenca de aminodcidos insaturados. Nesta regido ainda é possivel
observar a banda larga e intensa a 648 cm™ correspondente a C-H bending de compostos

insaturados (incluindo alcenos) e aromaticos, apesar da sua intensidade ndo permitir a

distingdo espectroscdpica entre diferentes tipo de queijo.
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Figura 15. 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.

Adicionalmente, foi efetuado a andlise por infravermelho de outras amostras de queijo
Serra de Estrela de certificagdo DOP, como a da queijaria artesanal Paulo Rogério, queijaria dos

Lobos e empresa Maratona de Delicias de Alvoco das Varzeas. O objetivo era obter informagao
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de 4 tipos de queijo de Serra de Estrela de certificacdo DOP, para obter informacdao de
constituicdo e possiveis diferencas entre estes queijos. Aqui vai ser apresentada, de forma
resumida, a informacdo espectroscdpica destes em comparagdao com a amostra de queijo de
ovelha Serra da Estrela de certificacdo DOP da empresa Vale de Estrela e a comparacgao
espectroscdpica entre as quatro amostras de certificacdo DOP.

Inicialmente foi efetuada a comparacdo do queijo de ovelha Serra da Estrela de
certificacdo DOP da empresa Vale de Estrela com amostras de queijo da queijaria artesanal
Paulo Rogério. Os resultados obtidos encontram-se resumidos na Figura 16 e na Tabela 9.

na Figura 16 e na Tabela 9 destacam-se apenas as zonas do espectro consideradas como
discriminantes (regido | a lll). A andlise do espectro de infravermelho e respetiva tabela mostra
gue a diferenca entre os espectros dos 2 queijos se centra na regido Ill. Nesta zona Il estas
amostras distinguem-se nas bandas correspondentes as cadeias laterais de aminodcidos,
nomeadamente entre 1170 e 1118 cm™ onde se localizam vibracdes C-O,bending(grupo
ester),associado a triacilglicerdis. Constatou-se que de um modo geral, os espectros dos 2
queijos s3o semelhantes, & excec3o da pequena nova banda na zona de 1170 cm™ descrita

para o caso queijo da queijaria artesanal Paulo Rogério.

% Transmittan e

Figura 16. Comparagdo 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 II; verde- Regido III.
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Tabela 9. 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 IlI; Regido III* (Woodcock et al., 2008)

Amostras
Queijo
certificagdo DOP
de Serra da
Estrela da

empresa Vale de
Estrela

Queijo
certificagdo DOP
da queijaria
artesanal Paulo
Rogério

Regiao |

2965 cm1
C-H(CH3),stretching,p
2920 e 2850 cm!
streching anti-
simetric/simetric,m,m,p

2965 cm C-
H(CH3),stretching,p
2920 e 2850 cm!
streching anti-
simetric/simetric,m,m

Regiao Il

1743cmt C=0,stretching,m
1643 cm-1 C=0,
stretching(Amida l),g
1539 cm-1 C-NH, bending(Amida
I),g

1743 cm™ C=0,streching,m
1643 cm-1 C=0,
stretching(Amida l),g
1539cm-1 C-NH, bending(Amida
I),g

Regiao Il
1454 cm1 H-C-0,bending,p
1396 cm! C-C-H,bending,p
1242cm C-O-H,bending,p
1118 e 1062 cm?
P=0,streching,p
985cm 1 C-H, out-of-plane
deformation ,m
1454 cm1 H-C-0,bending,p
1396cmt C-C-H,bending,p
1242 cm™ C-O-H,bending,p
1170cm C-
0,bending(ester),p
1118 e 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, que
corresponde a
diferengas ao
nivel da
presenga de
aminodcidos

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

Foi analisada a amostra de queijo da queijaria dos Lobos e esta comparada com queijo
de ovelha Serra da Estrela de certificagdgo DOP da empresa Vale de Estrela. A comparacdo
destas amostras é ilustrada na Figura 17 e na Tabela 10.

Os resultados obtidos da comparagdo do espectro de infravermelho (Figura 17) e
respetiva tabela (Tabela 10) mostram que a diferenca entre os espectros dos 2 queijos se
centra na regido |. Para a regido | a banda de 2964 cm™ correspondente ao modo C-H(CH3),
stretching, atribuida a presenca de acidos gordos, foi marcadamente mais larga para o queijo
da queijaria dos Lobos, mostrando uma constituicdo um pouco diferente em termos do tipo de
acidos gordos. De um modo geral, as amostras foram idénticas, sendo a pequena diferenga
existente entre as 2 amostras de queijo as bandas referenciadas para os grupos terminais dos
acidos gordos. Ndo se constatou o aparecimento de novas bandas significativas na amostra do

gueijo da queijaria dos Lobos.
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Figura 17. 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 10. 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
I11* (Woodcock et al., 2008)

Amostras Regiao | Regiao Il Regiao Il Observagoes
. 1460 cm H-C-0,bending,p
A : A
. Quego 2964cm . 1743cmt C=0,stretching,m 1404cmt C-C-H,bending,p
certificagdo DOP C-H(CH3),stretching,p i . .
b 1643 cm-1 C=0, 1238cm C-O-H,bending,p A diferenga
de Serra da 2922 e 2850 cm™ . . i
. . stretching(Amida l),g 1120 e 1062 cm™ entre os
Estrela da streching anti- . . .
. .. . 1543 cm-1 C-NH, bending(Amida P=0,streching,p espectros dos
empresa Vale de simetric/simetric,m,m,p . o
Estrela I),g 983cm! C-H, out-of-plane queijos é na
deformation ,m zona |, que
1460 cm™ H-C-O,bending,p corresponde a
Queiio 2964cm™ C- 1743 cm™ C=0,streching,m 1404cm C-C-H,bending,p diferengas ao
certifica ;o DOP H(CH3),stretching,larga,p 1643 cm-1 C=0, 1238 cm™! C-O-H,bending,p nivel da
da uei'(;ria dos 2922 e 2850 cmt stretching(Amida l),g 1120 e 1062 cm™! presenga de
q Lonos streching anti- 1543cm-1 C-NH, bending(Amida P=0,streching,p acidos gordos
simetric/simetric,m,m I),g 983 cm™ C-H, out-of-plane
deformation ,m

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

Para finalizar foi ainda estudado espectroscopicamente o queijo de certificacdo DOP da
empresa Maratona de Delicias de Alvoco das Varzeas e o queijo de ovelha Serra da Estrela de
certificacdo DOP da empresa Vale de Estrela. A comparagdo destas amostras esta ilustrada na
Figura 18 e na Tabela 11. Os resultados obtidos mostram que a diferenca entre os espectros
dos 2 queijos se centra na regido lll. Na regido lll a diferenga é fundamentalmente nas bandas
1174 cm™ C-0,bending(ester), 1120 e cm-1 P=0, streching, indicando diferencas nas cadeias de
aminodcidos, triacilglicerois e compostos fosforados, respetivamente. Em suma, as amostras
sdo semelhantes, e a Unica diferenga significativa encontra-se para o queijo da empresa

Maratona de Delicias de Alvoco das Vérzeas no aparecimento da nova banda 1174 cm?,
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engquanto que para o queijo certificacdo DOP de Serra da Estrela da empresa Vale de Estrela a

banda 1120 e cm™ é muito mais intensa.
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Figura 18. Comparacdo 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 11. 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 II; Regido Il1* (Woodcock et al., 2008)

Amostras Regiao | Regiao Il
Queijo 2964cm .
174 pe= h
certificagdo DOP C-H(CH3),stretching,p 3c:;43€cr?1,_sltrg_t¢(:) ing,m
de Serra da 2922 e 2850 cm'! . o
. . stretching(Amida l),g
Estrela da streching anti- 1543 cm-1 C-NH
empresa Vale de simetric/simetric,m,m,p e ”)’
Estrela : &
certif(i-_(l::egg DOP 2964cm™ C- 1743 cm™ C=0,streching,m
¢ H(CH3),stretching,larga,p 1643 cm-1 C=0,
empresa

2922 e 2850 cm!
streching anti-
simetric/simetric,m,m

stretching(Amida I),g
1543cm-1 C-NH, bending(Amida

I),g

Maratona de
Delicias de Alvoco
das Varzeas

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

Regiao Il
1460 cm™ H-C-O,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-0O,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
zona lll
Correspondendo
a diferencgas a
nivel de
presenca de
presenca de
aminodcidos e
triacilglicerois

Para completar esta abordagem é mostrada a comparagdo espectroscépica entre as
quatro amostras de certificagdo DOP na Figura 19. Esta comparagao permitiu concluir que, de
um modo geral, as amostras sdo semelhantes, distinguindo-se pequenas diferengas na regiao |
e lll. Na regido | a banda de 2964 cm™ correspondente a modo C-H(CH3), stretching, atribuida

a presenga de acidos gordos, foi marcadamente mais larga para uma das amostras. Para a

R
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regido Ill, observaram-se pequenas diferencas de intensidade entre as amostras e o
aparecimento da nova banda pequena a 1174 cm™® para algumas amostras, indicando

diferencgas nas cadeias de aminoacidos, triacilglicerois e compostos fosforados.

" Trars mittance

Figura 19. 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 Il; verde- Regido Ill.

Para além dos queijos de ovelha da regido da Serra da Estrela de certificacdio DOP,
principal objeto do projeto, foi também verificado quais as diferencas fundamentais entre
gueijos de ovelha da regido da Serra da Estrela de certificacdo DOP e os queijos de mistura,
queijo de vaca, queijo de cabra e queijo de ovelha da Serra da Estrela sem certificagdo DOP,
analisados num periodo anterior ao presente entregavel, de forma a registar as zonas
discriminantes e identificadoras de genuinidade.

Neste contexto, é aqui apresentada a comparagao da amostra de queijo de ovelha Serra
da Estrela de certificagdo DOP da empresa Vale de Estrela com queijo de mistura produzido
através de leite de ovelha, cabra e vaca (Continente, SONAE). Os resultados obtidos (apenas as
zonas do espectro consideradas como discriminantes, regido | a lll) encontram-se resumidos
na Figura 20 e Tabela 12. Os resultados mostraram que a diferenga entre os espectros dos 2
gueijos se centra na regido | e lll. Para a zona | observou-se como principal diferenca a maior
intensidade para o queijo de mistura correspondente as bandas de 2920 e 2850 cm™
correspondentes a C-H do metileno modo streching anti-simetrico e simétrico, respetivamente
e também para a banda a 2956 cmcorrespondente ao modo streching do C-H dos metilos
terminais, relacionadas com a presenca de dacidos gordos. No caso da zona lll, a diferenca

centra-se em varias bandas, nomeadamente na intensa a 1174 cm-1 C-O,bending (ester),
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atribuida a presenca de triacilglicerois que no queijo de mistura estd presente e no queijo
ovelha Serra da Estrela de certificagdo DOP estd ausente. As bandas de 1120 cm™ (C-
0,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 certificacdo 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.

% Transmittan ca

Figura 20. Comparagdo das amostras: queijo de ovelha Serra da Estrela de certificagdo 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 [; rosa- Regido Il; verde- Regido Ill.

Tabela 12 - 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
II; Regido IlI* (Woodcock et al., 2008)

Amostras Regido | Regiao Il Regiao Il Observagoes
1454 cm H-C-0O,bending,p A diferenga
Queijo certificagdo 2956 cm™ C- 1743 cm C=0,stretching,m 1388 cm™! C-C-H,bending,p entre os
DOP de Serra da H(CH3),stretching,p 1643 cm-1 C=0, 1242 cm C-O-H,bending,p = espectros dos
Estrela da 2920 e 2850 cm! stretching(Amida l),g 1120 e 1060 cmt queijos é na
empresa Vale de streching anti- 1543cm-1 C-NH, P=0,streching,p zonale
Estrela simetric/simetric,m,m bending(Amida Il),g 985 cm! C-H, out-of-plane IIl, que
deformation ,m correspondem
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1454 cm1 H-C- a diferengas ao
0,bending,m nivel da
2956 cm™ C- 1743 cm™ C=0,streching,m ll?lsbse;z;;;r?_ é(r:)ir;s:rg]g:c?;s
Queijo de mistura H(CH3),stretching,p 1643 cm-1 C=0, 12;‘2 eml CI-O- aminoacidos e:
(Continente, 2920 e 2850 cm! stretching(Amida I),g H,bending, m e m—
SONAE) streching anti- 1543 cm-1 C-NH, 1’174 cm’1,C— fosforados
simetric/simetric,g,g bending(Amida Il),g

O,bending(ester),p
1120 e 1060 cm
P=0,streching,m

YIntensidade 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.
Os resultados obtidos encontram-se resumidos na Figura 21 e na Tabela 13. A diferenca
existente entre os espectros dos 2 queijos centrou-se na regiao | e lll, sendo que, de um modo
geral, foi semelhante ao que sucedeu na comparacdo com o queijo de mistura, referido
anteriormente. Para a zona | observou-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 Ill, a diferenca centrou-se em vdrias bandas,
nomeadamente na intensa a 1174 cm?, atribuida a presenca de triacilglicerois que no queijo
de vaca esta presente (a semelhanca com o queijo de mistura) e no queijo ovelha Serra da
Estrela de certificacdo DOP estd 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 certificacdo 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.

De um modo geral, para queijo ovelha Serra da Estrela de certificagdo DOP, as bandas
descritas foram bastante menos intensas do que no caso do queijo de vaca. Verificou-se o
aparecimento de nova banda a 1174 cm™® na amostra de queijo de vaca e a banda a 985 cm™?

aparece apenas no queijo de ovelha Serra da Estrela de certificagdo DOP.
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Figura 21. Comparacgdo 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 13. 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 fungdo das zonas discriminantes do espectro:
Regido I; Regido Il; Regido IlI* (Woodcock et al., 2008)

Amostras Regiao | Regido Il Regido Il Observagoes
. 1454 cm™ H-C-O,bending,p
Queijo
certificagdo 2956 cm-! C- 1743 cm C=0,stretching,m 1396 cm™ C-C-H,bending,p
DOP de H(CH3),stretching,p - i i 1 -
Serra da 1643 cm-1 C=0, stretching(Amida 1242 cm C-O-H,bending,p A diferenca
Estrela da 2910 e 2850 cm™ e 1118 e 1062 cm- entre os
empresa _ streching anti- 1539 cm-1 C-NH, bending(Amida P=0,streching,p espectros dos
Vale de simetric/simetric,m,m n),g ) queijos é na
Estrela 985 cm™ C-H, o'ut—of—plane 06 | @
deformation ,m
) 1, que
1454 cm H-C-0O,bending,m corresponde a
1396 cm™t C-C-H,bending,m difer{enlgzs ao
. nivel da
Queijo de 2956 cm-l C- 1743 cm C=0,streching,m 1242 cm! C-O-H,bending,m presenca de
vaca H(CH3),stretching,p 1643 cm-1 C=0, stretching(Amida 1174 cm- C- acidos gordos,
(Queijos I ¢ aminodcidos e
Tavares, 2920 e 2850 cm* )8 0,bending(ester),p .
= streching anti- ; : coIpPOStos
S.A., regido _ streching ant 1539 cm-1 C-NH, bending(Amida 1118 e 1062 cm- fosforados
Seia) simetric/simetric,g,g n),g 1p=0,streching,m

985 cm! C-H, out-of-plane
deformation ,p
lIntensidade de banda:p-pequena,m-média,g-grande

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 sdo apresentados na Figura 22 e
na Tabela 13. Os resultados obtidos mostram que a diferenca entre os espectros dos 2 queijos

se centra na regido | e Ill. Para a regido | as bandas de 2956 a 2850 cm™ correspondentes a
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modos C-H streching, atribuida a presenca de acidos gordos, sdo marcadamente mais intensas
para o queijo de ovelha Serra da Estrela de certificacdo 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. Em suma, 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.
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Figura 22. Comparacgdo das amostras: ovelha Serra da Estrela de certificagdo DOP (azul) vs. queijo cabra (preto).

Tabela 14. Comparagdo das amostras: ovelha Serra da Estrela de certificagdo DOP vs. queijo de cabra, em fungdo
das zonas discriminantes do espectro: Regido I; Regido Il; Regido IlI* (Woodcock et al., 2008)

Amostras Regiao | Regiao Il Regiao Il Observagdes
" 1454 cm™ H-C-O,bending,p
Queijo
certificagdo 2956 cm-! C- 1743 cm! C=0,stretching,m 1396 cm™! C-C-H,bending,p
sDe ?r:%z H(CH3),stretching,p 1643cm-1 C=0, 1242 cm-! C-O-H,bending,p
- stretching(Amida I),
Estrela da 2920 e 28.50 cm 1 C-H ing( ! )8 1118 e 1062 cmt A diferenga entre
empresa ‘ 5t’?‘;h{”9 anti- 1539 cm-1 C-NH, P=0,streching,p os espectros dos
Vale de simetric/simetric,m,m bending(Amida II S
8( )8 985 cml C-H, out-of-plane | 9u€lios é nazonal
Estrela . e lll, que
deformation ,m,m ’
corresponde a
1454 cm H-C-0O,bending,m diferengas ao
nivel da presenga
1396cm C-C-H, bending,m e R
de acidos gordos,
Queijo de 1743 cm! C=O,streching,m 1242 cm-! C-0-H,bending,m aminoacidos
e 2956 cm™ C- insaturados e
i 1643 cm-1 C=0 1
i H(CH3),stretching,p ’ 1174 cm1 C-
(Queijos e ey ' compostos
lEsEg . . stretchingiAmida 1),g 0,bending(ester),p fosfatad
1805, 2920 e 2850 cm! streching osfatados
regido de anti-simetric/simetric,p,p 153? cm-1 .C'NHr 1118 e 1062 cm-
Seia) 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 certificacdo DOP da
empresa Vale de Estrela com amostras de queijo de ovelha desta regido (Queijos Tavares, S.A.,
regido de Seia) mas sem certificagdo DOP. Os resultados obtidos sdo apresentados na Figura
23 e na Tabela 15. Os resultados mostram que a diferenga entre os espectros dos 2 queijos se
centra na regido Ill. Nesta regido a diferenca é fundamentalmente na banda 1174 cm™ C-
O,bending(ester), indicando diferengas em triacilglicerois. De um modo geral as amostras sdo
semelhantes, e a Unica diferenca significativa encontra-se para o queijo de ovelha desta regido
(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 ndo existe.
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Figura 23. Comparagdo das amostras: ovelha Serra da Estrela de certificagdo DOP (azul) vs. queijo de ovelha desta
regido (Queijos Tavares, S.A., regido de Seia) (preto).

Tabela 15. 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 Il; Regido Il1* (Woodcock et al., 2008)

Queijo de ovelha

2956cmt C-

1743 cm1 C=0,streching,m

1396cmt C-C-H,bending,p
1242 cm™ C-O-H,bending,p

Amostras Regido | Regiao Il Regiao Il Observagoes
-1 C- H
2956¢m 1 ‘ 1454 cm1 H-C O,bend.mg,p
" T ) 1743cm! C=0,stretching,m 1396cm-t C-C-H,bending,p
Queijo certificagdo C-H(CH3),stretching,p i .
b 1643 cm-1 C=0, 1242cmt C-O-H,bending,p
DOP de Serra da 2920 e 2850 cm™ . . i .
. . stretching(Amida l),g 1118 e 1062 cm! A diferenga
Estrela da empresa streching anti- )
Vale de Estrela simetric/simetric,m,m,p 1539 cm-1 C-NH, P=0,streching,p entre os
s bending(Amida Il),g 985cm-! C-H, out-of-plane espectros dos
deformation ,m queijos é na
1454 cm H-C-0,bending,p zona lll, que

corresponde a
diferengas ao

desta regido
(Queijos Tavares,
S.A., regido de Seia)
sem certificagdo
DOP

1174cmt C- nivel da
O,bending(ester),p presenca de
1118 € 1062 cm™! triacilglicerois
P=0,streching,p
985 cm! C-H, out-of-plane
deformation ,m

H(CH3),stretching,larga,p
2920 e 2850 cm™? stretching(Amida l),g
streching anti- 1539cm-1 C-NH, bending(Amida
simetric/simetric,m,m I),g

1643 cm-1 C=0,

lintensidade de banda:p-pequena,m-média,g-grande
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Apods a realizagdo dos ensaios de FTIR e das andlises complementares (métodos fisico-
guimicos) ou durante a execugdo dos mesmos inseriram-se os dados na plataforma web criada

(Figura 24 e Figura 25), dando origem a Tabela 16.

PRODOP

i Nova Amostra
Andlises

-Quimicas Tipo de Amostra:
-Fisicas

-Analiticas

Insercao de Dados Dados Gerais:

Tratamenta de Dadas ket

Acidez tituldval

Textura:

Dursza

Coesnidads

Figura 24. Inser¢do de nova amostra na plataforma web.

B Dashboard

Analises
Quimicas Amostras  Humidade Cinzas pH Acidez tituldvel Atividade de dgua d Dureza Coesividade Elasticidade Adesividad
Fisicas Queijo 1 389163 104839 553 11,3233 0,914 364758 72,50 2,28 2,70 0,38

: 3 2 409756 82645 550 10,5036 0917 41,7589 97,50 3,50 2,385 0,45

-Analiticas ovelha

3 41,3783 126050 551 11,1140 0912 42,0423 57,50 2,35 255 0,85
Insergdo de Dadlos 5 = # =3 s
Queijo 1 37,9808 6,2016 574 11,5692 0,932 453260 233,00 1,13 3,70 0,52
Tratamentolde Dados de 2 354067 81481 582 10,3508 0,932 38,9033 276,50 218 3,30 023
vaca
3 8,0000 582 11,0676 0932 348554 21500 132 345 045
Queijo 1 9,3525 5,96 52587 0927 37,2362 321,00 0,98 1,60 0,11
de 2 11,6279 595 82393 0,924 38,3033 228,50 4,06 1,50 0,76
cabra
3 295482 71429 594 86156 0927 39,5643 277,50 1.68 220 023
Queijo 1 32,0388 5,0000 5,30 14,1783 0,348 28,0005 618,50 0,59 1,40 0,11
.‘_‘: 2 283654 73826 526 14,7411 0241 30,2694 695,00 1,73 1,80 027
mistura
3 33813 50725 525 15,1865 0,940 314246 67200 077 1,70 0,08

Figura 25. Inser¢do de dados na plataforma web.
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Tabela 16. Validagdo da plataforma web

Humidade Cinzas pH

40,42 10,45 5,51
41,54 745 579
33,41 937 595
31,46 582 527

Acidez

titulavel Aw
10,98 0,91
11,00 0,93
7,37 0,93
14,70 0,94

-
‘I‘

Universidade do Minho

Gordura

39,69

40,09

38,37

29,90

do Concelho de Tabua, C.R.L

Dureza

72,50

233,00

275,67

661,83

Agritabua —
Cooperativa Agricola

wro
00O
»w o

Textura

Coesividade Elasticidade Adesividade

2,29 2,70 0,38
1,13 3,70 0,52
2,24 1,77 0,37
1,03 1,63 0,15

Importa referir que a plataforma web desenvolvida permite adicionar as amostras que

forem pretendidas, adicionar outras andlises a qualguer momento, assim como possibilita o

tratamento de dados inseridos.

Ensaios complementares (quimicos)

Andlises de amostras de leite

Procedimentos experimentais

e pH

Transferiram-se 50 ml de leite para um copo de precipitacdo e efetuou-se a medicao

deste parametro por recurso a um medidor de pH.

e Acidez titulavel

Transferiram-se 25 ml de leite para um copo de precipitagdo, definiu-se o ponto de

viragem e titulou-se com a solu¢dao NaOH 0,1M, recorrendo ao titulador automatico, titroline

6000 da S.I. Analytics (Alemanha). A determinagdo da % de acidez do leite é realizada pela

equacao 1.

V x fx90 x 0,1

04 Acidez =

Onde,

10 ='m

Equagao 1

V= Volume gasto de NaOH 0,1 N; f= Fator de corre¢do da solucdo de hidréoxido de sédio a 0,1

M (volume tedrico/volume real); 0,1= molaridade da solu¢cdo de NaOH; 90= equivalente grama

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

A determinacdo de gordura é feita com base no método AOAC 933.05. No procedimento
de determinacdo de gordura deve-se utilizar a 4gua destilada como controlo, pesando 5 g da
mesma. Pesou-se num tubo de falcon 5 g de leite e adicionaram-se 0,75 ml de hidréxido de
amodnia e homogeneizou-se. Tendo preparadas todas as solu¢des adicionaram-se 5 ml de
alcool etilico, 12,5 ml de éter etilico e 12,5 ml de éter de petrdleo; centrifugou-se a 600 rpm
durante 60 s; separou-se a fase superior da inferior, colocando-a nos falcons pesados em
banho maria para ir evaporando. Adicionou-se novamente a cada solu¢do 2,5 ml de dlcool
etilico, 7,5 de éter etilico e 7,5 ml de éter de petréleo; centrifugou-se a 600 rpm durante 60 s;
separou-se a fase superior da inferior, colocando-a nos falcons pesados em banho maria para
ir evaporando. Voltou-se a adicionar a cada solucdo 7,5 ml de éter etilico e 7,5 ml de éter de
petrdleo; centrifugou-se a 600 rpm durante 60 s; separou-se a fase superior da inferior,
colocando-a nos falcons pesados em banho maria para ir evaporando. Manteve-se os tubos de
falcon a 105 °C até peso constante. O calculo da percentagem de gordura presente leite pode

ser feita mediante a equagdo 2.

(Tubo de falcon com gordura —Tubo de faleon vazio) — peso médio da dgua

—— =100
FPeszo inicial da amostra

U Fordura =
Equagao 2

e Resultados

As andlises complementares ao método genético foram realizadas a varias amostras de
leite de ovelha (ragas distintas), de vaca e de cabra, no sentido de averiguar que diferencas
existem entre eles e perceber se através das suas caracteristicas é possivel distinguir um queijo
fraudulento por mistura de leite de mais que uma origem de um genuino. Para tal, realizou-se
a determinacao de pH, acidez tituldvel, gordura e FTIR

Inicialmente efetuaram-se analises quimicas a 5 amostras de leite, em que 3 pertenciam
a 3 individuos de raga ‘Bordaleira Serra da Estrela’, outra a leite de cabra e outra a leite de

vaca.

e pH
A andlise do pH foi efetuada a amostras de cinco leites, utilizando um aparelho medidor
de pH e os resultados estdao apresentados na Tabela 17. Analisando apenas os valores obtidos
de pH para os leites de ovelha ‘Bordaleira Serra da Estrela’ (LB1, LB2 e LB3) verifica-se uma
45
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ligeira diferenca entre as médias do pH dos trés leites. Contudo, é de relembrar mais uma vez
gue estes leites provém de trés ovelhas diferentes e a composicao do leite pode variar de

animal para animal.

Tabela 17. Resultados do ensaio para determinagdo do pH em leite de ovelha de raga ‘Bordaleira Serra da Estrela’
(LB1, LB2 e LB3), leite de cabra (LC) e leite de vaca (LV)

Amostra pH Média do pH Desvio padrao

6,90
6,84 6,87 0,02
6,86
6,98
6,99 6,98 0,01
6,96
7,06
7,04 7,05 0,01
7,06
6,99
7,02 7,01 0,01
7,02
6,67
6,69 6,67 0,01
6,66

LB1

LB2

LB3

LC

Lv

W N R W N R WNIR WNRWN PR

Quanto ao valor do pH do leite de cabra (LC) é muito semelhante ao pH obtido para os
leites de ovelha, tornando dificil a diferenciacdo destes leites a partir do seu pH. Ja no que diz
respeito ao leite de vaca (LV), o valor médio de pH obtido permite a distingdo dos leites de
ovelha e cabra. Uma vez que ha suspeita de misturas de leite de vaca no leite de ovelha,
prossupde-se que se tal acontecesse o pH do leite misturado iria ser menor do que o pH do
leite de ovelha e maior do que o pH do leite de vaca.

Assim, o pH revelou-se um bom parametro na distingdo entre leite de ovelha da raga
‘Bordaleira Serra da Estrela’ e leite de vaca. Seria também interessante a analise de leite de

vaca de produtores da zona num contexto de analises futuras.

e Acidez titulgvel

A andlise da acidez tituldvel foi efetuada aos cinco leites e os resultados estdo
apresentados na Tabela 18. Pela analise da tabela observa-se uma pequena disparidade entre

os valores da média de percentagem de acidez titulavel, designadamente, os valores da
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amostra LB1 e LB3 estdo em concordancia, mas o valor da amostra LB2 estd em discordancia
com os referidos anteriormente. Esta discordancia deve-se ao facto de, durante a titulacdao no
titulador automatico, este ter dado um sinal de erro, apesar de fornecer os dados essenciais a
anadlise. A analise deveria ter sido repetida, no entanto, a quantidade de leite para amostra era
reduzida e, por isso, a titulacdo ndo foi repetida. Posteriormente esta andlise devera ser
repetida para rever este erro.

Contudo, comparando as médias de percentagem de acidez titulavel dos leites de ovelha
LB1 e LB3 com a média do leite de cabra (LC) é possivel observar uma ligeira diferenga, que
podera ajudar na diferenciacdo de leites. De notar que, para a analise do leite de cabra foram
utilizadas apenas duas réplicas no lugar de trés devido a pequena quantidade de amostra total
para todas as analises.

Quanto ao leite de vaca, os valores de percentagem de acidez tituldvel entre réplicas
encontram-se préximos, mostrando que o método é fidvel. Quando comparada a média das
percentagens de acidez titulavel do leite de vaca com os leites de ovelhas LB1 e LB3, é possivel
notar-se uma diferenca, assim através de uma andlise estatistica sera possivel verificar se essa

diferenca é significativa e se podera ser indicativo para distingdo dos leites de ovelha e cabra.

Tabela 18. Resultados do ensaio para determinagdo da acidez titulavel em leite de ovelha de raga ‘Bordaleira Serra
da Estrela’ (LB1, LB2 e LB3), leite de cabra (LC) e leite de vaca (LV)

. - Média da % de . ~
Amostra % Acidez titulavel . o Desvio padrao
acidez titulavel

18,3492
17,2304 18,3814 0,9532
19,5645
14,2476
44,3469 33,6014 13,7129
42,2096
19,0747
19,2917 19,3048 0,1935
19,5481

LB1

LB2

LB3

16,4117

LC 12,4488 14,4303 1,9814

11,3030
13,0374 12,5849 0,9194
13,4144

Lv

W N B W N R W N R WN R WN PR
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e Gordura

O estudo da percentagem de gordura em leite foi efetuado em dois ensaios separados.
No primeiro ensaio, foram analisados dois leites de ovelha de raca ‘Bordaleira Serra da
Estrela’. No segundo ensaio foi analisado apenas o leite de vaca. Os resultados destes ensaios
estdo apresentados nas Tabela 19 e na Tabela 20.

Pela andlise da Tabela 19 é possivel verificar uma variagdao entre as percentagens de
gordura em leites de diferentes ovelhas (LB1, LB2 e LB3). Isto pode dever-se as variagdes que
surgem de animal para animal e a sua alimentacdo, como referido anteriormente. Contudo,
seria de esperar que as percentagens de gordura fossem um pouco mais elevadas, uma vez
gue o leite de ovelha é um leite com uma percentagem de gordura relativamente elevada e
gue o difere dos leites de cabra e vaca, tal como se pode verificar na Tabela 19.

No que concerne ao leite de vaca, com resultados expostos na Tabela 20, é possivel
observar uma pequena discrepancia em réplicas da mesma amostra. Segundo a literatura
analisada (Tabela 21), o valor médio de percentagem de gordura foi um pouco mais elevado
do que o esperado, no entanto, mais analises poderdao ser efetuadas para comprovar estes

resultados.

Tabela 19. Resultados dos ensaios para determinagdo da gordura em leite de ovelha de raga ‘Bordaleira Serra da
Estrela’ (LB1, LB2 e LB3) e leite de cabra (LC)

Ensaio 1 Ensaio 2
Amostra % Gordura D ke Desvio- Amostra % Gordura WL Desvio padrao
Gordura padrio Gordura
Agua 1 0,1199 Agua 1 0,1054
Agua2 0,0219 0,0645 0,0410 Agua2 0,0714 0,0716 0,0275
Agua 3 0,0518 Agua 3 0,0380
LB11 5,4583 LB31 3,0276
LB1 2 5,2737 5,2181 0,2224 LB3 2 3,7054 3,4997 0,3348
LB13 4,9222 LB33 3,7663
LB2 1 4,6751 LC1 5,7174
LB2 2 2,6552 3,3192 0,9588 LC2 3,3463 4,1212 1,1289
LB2 3 2,6274 LC3 3,2997
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Tabela 20. Resultados dos ensaios para determinagdo da gordura em leite de vaca (LV)

Ensaio 3

Amostra % Gordura Média % Gordura Desvio-padrao
Tagua l 0,0520
Tagua 2 0,0978 0,1221 0,0693
Tagua 3 0,2165

Lv1 4,4426

Lv2 4,4668 4,2916 0,2309

Lv3 3,9653

Tendo em conta os dados encontrados na literatura, Tabela 21, onde é referido que o
leite de ovelha terd mais gordura do que os leites de vaca e cabra, os resultados obtidos,
especialmente nas amostras LB2 e LB3, distanciam-se um pouco dos valores referidos, pois a

percentagem de gordura calculada para estas amostra foi menor do que nos leites de vaca.

Tabela 21. Percentagem de gordura em leite das principais espécies pecuarias leiteiras (Pereira, 2005)

% de Gordura
Leite de ovelha 7,6
Leite de vaca 3,6
Leite de cabra 3,7

Apds as andlises quimicas feitas aos leites de ovelha da raga ‘Bordaleira Serra da Estrela’,
de vaca e de cabra, estas revelaram-se como analises favordveis para distinguir os leites.
Quanto a percentagem de gordura do leite, foi determinado que o leite de vaca é o leite com
maior percentagem de gordura, enquanto o leite de ovelha é o leite com menor percentagem
de gordura. No entanto, a percentagem de gordura do leite de ovelha deveria ter sido superior
comparativamente com os restantes leites e, por isso, o teste sera repetido. O pH revelou-se
um potencial pardmetro na distincdo entre leites, especialmente entre leite de ovelha da raca
‘Bordaleira Serra da Estrela’ e leite de vaca. A acidez tituldvel também revelou ser um possivel

método de diferencia¢do dos leites de vaca e ovelha ‘Bordaleira Serra da Estrela’.
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