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Este documento apresenta o trabalho desenvolvido a partir do projeto de quimica e
tecnologia na area de alimentos em conjunto com o Programa DAI (doutorado académico para
inovacao) da UFJF. Trabalhamos com o desenvolvimento e a otimizagdo de formulagdes para
leite desnatado UHT, estudamos a fracao lipidica do leite de diferentes espécies animais e
utilizamos a espectroscopia vibracional para caracterizar e diferenciar leites e queijos Minas
Frescal de diferentes origens.

A tese esta dividida em trés trabalhos. O primeiro trabalho aborda o planejamento de
misturas aplicado a otimizagao das proporgdes de diferentes sais quelantes (citratos e fosfatos)
para aumentar a estabilidade térmica do leite desnatado destinado ao processamento UHT. O
segundo trabalho ¢ dedicado ao estudo da fracdo lipidica de leites de diferentes espécies
animais, utilizando espectroscopia vibracional (FTIR e Raman) para caracterizar e comparar
seus perfis lipidicos. Por fim, o terceiro trabalho aborda a caracterizagao fisico-quimica e
vibracional de queijos Minas Frescal produzidos por diferentes processos de fabricacdo. A
espectroscopia Raman foi utilizada para diferenciar queijos industriais e artesanais,
relacionando as diferencas espectrais principalmente as caracteristicas da fracao lipidica, além
de acompanhar as alteragdes estruturais durante o armazenamento sob refrigeracdo e a
temperatura ambiente.

Portanto, este trabalho teve como objetivo contribuir para a aplicacdo da espectroscopia
vibracional associada a quimiometria na caracterizacdo de diferentes matrizes lacteas,
ampliando o entendimento de sua composi¢ao e contribuindo para o controle de qualidade de

produtos lacteos.



RESUMO

O leite e seus derivados possuem grande relevancia nutricional, econdmica e
tecnologica. Nesse sentido, o desenvolvimento de métodos capazes de otimizar o
processamento, caracterizar sua composicao e acompanhar alteragdes estruturais ¢ importante
para o controle de qualidade e para a inovacdo na industria de laticinios. Esta tese reune trés
estudos voltados a aplicagdo do planejamento experimental, da espectroscopia vibracional e da
quimiometria na investigacdo de leite e derivados. O primeiro estudo avaliou o efeito
combinado de sais estabilizantes sobre a estabilidade coloidal do leite destinado ao
processamento UHT. Foi empregado um planejamento de misturas do tipo simplex-centroide
para investigar as interagdes entre citrato de sodio e diferentes fosfatos, utilizando como
variaveis-resposta o pH, a concentracdo de célcio i06nico e a estabilidade térmica. Os resultados
mostraram efeito sinérgico entre os sais e permitiram definir uma combinagdo capaz de
aumentar a estabilidade do leite durante o processamento térmico. O segundo estudo teve como
objetivo caracterizar a gordura de leites de vaca, cabra, ovelha e bufala. A fragdo lipidica foi
extraida pelo método de Folch e analisada por espectroscopia Raman e no infravermelho,
associadas a Analise de Componentes Principais (PCA). As diferencas observadas nos perfis
espectrais permitiram diferenciar as espécies animais, demonstrando que a espectroscopia
vibracional pode ser utilizada na caracteriza¢do da gordura do leite. O terceiro estudo aplicou a
espectroscopia Raman associada a PCA para comparar queijos Minas Frescal industriais e
artesanais ¢ acompanhar as alteragdes estruturais durante o armazenamento sob refrigeragdo e
em temperatura ambiente. Os resultados mostraram diferencas entre os processos de fabricacao,
maior variabilidade entre os queijos artesanais e alteracdes relacionadas principalmente a
organizacao da fase lipidica e a distribuicdo de 4gua ao longo do armazenamento. Além disso,
o estudo demonstrou a possibilidade de diferenciar queijos Minas Frescal produzidos por
diferentes processos utilizando espectroscopia Raman. Em conjunto, os resultados
demonstraram que o planejamento experimental, a espectroscopia vibracional e a quimiometria
sdo ferramentas complementares para o estudo de leite e derivados. Essas abordagens
permitiram otimizar formulagdes, caracterizar a gordura de diferentes espécies animais e
acompanhar alteragdes estruturais em queijos Minas Frescal, demonstrando sua aplicagdo em
estudos de caracterizagdo, desenvolvimento de produtos e controle de qualidade.
Palavras-chave: planejamento de misturas; espectroscopia vibracional; quimiometria; gordura

do Leite; queijo Minas frescal.



ABSTRACT

Milk and dairy products have great nutritional, economic, and technological importance.
In this context, the development of methods to optimize processing, characterize composition,
and monitor structural changes is important for quality control and innovation in the dairy
industry. This thesis brings together three studies focused on the application of experimental
design, vibrational spectroscopy, and chemometrics to the investigation of milk and dairy
products. The first study evaluated the combined effect of stabilizing salts on the colloidal
stability of milk intended for UHT processing. A simplex-centroid mixture design was
employed to investigate the interactions between sodium citrate and different phosphates, using
pH, ionic calcium concentration, and heat stability as response variables. The results showed a
synergistic effect among the salts and made it possible to define a formulation capable of
increasing milk stability during thermal processing. The second study aimed to characterize the
milk fat from cow, goat, sheep, and buffalo milk. The lipid fraction was extracted using the
Folch method and analyzed by Raman and infrared spectroscopy associated with Principal
Component Analysis (PCA). The differences observed in the spectral profiles allowed the
differentiation of the animal species, demonstrating that vibrational spectroscopy can be applied
to the characterization of milk fat. The third study applied Raman spectroscopy associated with
PCA to compare industrial and artisanal Minas Frescal cheeses and to monitor structural
changes during storage under refrigeration and at room temperature. The results revealed
differences between the manufacturing processes, greater variability among artisanal cheeses,
and changes mainly related to lipid phase organization and water distribution throughout
storage. In addition, the study demonstrated the possibility of differentiating Minas Frescal
cheeses produced by different manufacturing processes using Raman spectroscopy. Overall, the
results demonstrate that experimental design, vibrational spectroscopy, and chemometrics are
complementary tools for the study of milk and dairy products. These approaches made it
possible to optimize formulations, characterize the fat of milk from different animal species,
and monitor structural changes in Minas Frescal cheese, demonstrating their application in
characterization studies, product development, and quality control.
Keywords: mixture design; vibrational spectroscopy; chemometrics; milk fat; Minas frescal

cheese.
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1 INTRODUCAO

O leite ¢ um fluido bioldgico complexo constituido por uma fase aquosa na qual se
encontram dispersos lipidios, proteinas, carboidratos, sais minerais e vitaminas. Os solidos
totais representam, em média, entre 12% e 13% de sua composi¢ado, sendo as micelas de caseina
e os globulos de gordura os principais responsaveis por suas propriedades fisico-quimicas e
pela estabilidade do sistema (Silva, 1997).

De acordo com a legislacao brasileira, o termo leite, quando utilizado sem especificacao
adicional, refere-se ao produto obtido da ordenha completa e ininterrupta de vacas sadias, bem
alimentadas e mantidas em boas condigdes de manejo. Quando proveniente de outras espécies,
sua denominagdo deve indicar a espécie de origem (Brasil, 2017).

O leite ¢ uma das principais matérias-primas da industria alimenticia e um dos alimentos
mais consumidos no mundo. Sua composi¢do reine proteinas de alto valor biologico, lipidios,
lactose, vitaminas e minerais, especialmente calcio, o que lhe confere elevado valor nutricional.
Por outro lado, essa mesma riqueza em nutrientes favorece o crescimento de microrganismos,
tornando indispensaveis os tratamentos tecnoldgicos empregados para garantir sua qualidade,
seguranca e vida util (Tamanini et al., 2007).

O comportamento do leite durante o processamento industrial esta relacionado a sua
composi¢ao e as interagdes entre seus constituintes. Alteragdes no equilibrio entre proteinas,
sais minerais e gordura podem modificar propriedades importantes, como estabilidade térmica,
textura, rendimento industrial e qualidade dos derivados lacteos (Nieuwenhuijse; Huppertz,
2022). Por isso, compreender a organizacdo estrutural do leite e as transformagdes que
acontecem pelo processamento ¢ essencial para o desenvolvimento de novos produtos e para o
aperfeicoamento dos processos industriais.

Entre as ferramentas utilizadas para andlise do leite e seus componentes, destacam-se a
espectroscopia vibracional, a quimiometria e o planejamento experimental. A espectroscopia
vibracional, quando associada a quimiometria, permite caracterizar alimentos de forma répida,
nao destrutiva e com reduzido preparo de amostras, fornecendo informagdes relevantes sobre
sua composi¢ao quimica (Agiomavriti et al., 2024; Mohammadi et al., 2024; Silva et al., 2021).
J& o planejamento experimental possibilita avaliar simultaneamente diferentes fatores
envolvidos em um processo, o que reduz o nimero de experimentos necessarios € aumentando
a confiabilidade dos resultados (Buruk Sahin; Aktar Demirtag; Burnak, 2016; Galvan et al.,

2021; Scheffé, 1958). Essas abordagens tém sido empregadas em pesquisas na area de ciéncia
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e tecnologia de alimentos e no desenvolvimento de novos produtos (Adriano et al., 2024;
Ferreira, 2022).

Esta tese esta organizada em trés estudos, voltados ao estudo do leite e de seus derivados.
A se¢do 3 apresenta uma investigacao sobre o efeito combinado de diferentes sais estabilizantes
na estabilidade coloidal do leite submetido ao processamento térmico, utilizando planejamento
de misturas para otimizar as formulagdes. A secdo 4 aborda a caracterizagao da fragdo lipidica
de leites de diferentes espécies animais por espectroscopia Raman e FTIR, associadas a Analise
de Componentes Principais (Principal Component Analysis - PCA). A Segdo 5 apresenta a
caracterizacdo de queijos Minas Frescal artesanais e industriais por espectroscopia Raman,
além da avaliacdo das modificagdes estruturais observadas durante o armazenamento.

Para fundamentar os estudos desenvolvidos nesta tese, os topicos a seguir apresentam
0s principais aspectos gerais relacionados a composicao e a estabilidade do leite, as técnicas de
espectroscopia vibracional e a quimiometria, que servem de base para a discussdo dos

resultados apresentados em cada secdo.

1.1 COMPOSICAO DO LEITE

A producdo e a composi¢do fisico-quimica do leite variam em fun¢do de diversos
fatores, como espécie, raga, alimentagdo, estdgio de lactagdo, idade do animal, temperatura
ambiente, estagdo do ano e intervalo entre as ordenhas. Além desses fatores, condi¢cdes
fisioloégicas, como a gestagcdo, e patologicas, como a mastite, também influenciam sua
composi¢ao (Tomassini et al., 2019).

A 4gua € o principal constituinte do leite, representando, em média, 87,1% de sua
composicao, podendo variar entre 83,5% e 88,7%. A frag@o solida corresponde aos s6lidos nao
gordurosos e a gordura do leite. Os s6lidos ndo gordurosos representam entre 7,9% e 10% da
massa total e sdo constituidos principalmente por lactose, proteinas e minerais. J& a gordura
apresenta concentragdo média de 3,6%, podendo variar entre 2,5% e 5,5% (Walstra et al., 2005).

A lactose € o principal carboidrato do leite, correspondendo, em média, a 4,6% de sua
composicdo. As proteinas representam aproximadamente 3,4%, podendo variar entre 2,3% e
4,4%, sendo as caseinas a fracdo predominante. Os minerais, como célcio e fésforo, estdo
presentes em menores concentragdes, cerca de 0,7%, variando entre 0,57% e 0,83% (Walstra et
al., 2005).
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A composic¢do do leite também varia entre diferentes espécies animais (Gantner, 2015).
Essas diferencas sdo mais evidentes no teor e na composi¢do da gordura, bem como na
composicao das proteinas do leite. Em geral, os leites de bufala e ovelha apresentam maiores
teores de gordura quando comparados aos de vaca e cabra. As proteinas também apresentam
diferencas entre as espécies, influenciando caracteristicas como digestibilidade e propriedades
tecnoldgicas. Em contrapartida, a concentrag@o de lactose tende a sofrer menores variagdes. O
perfil de minerais e vitaminas também pode ser diferente entre as espécies, sendo que a
quantidade de vitaminas lipossoluveis esta diretamente relacionada ao teor de gordura presente
no leite (Ong et al., 2021).

As caseinas constituem a principal classe de proteinas do leite e encontram-se
organizadas na forma de micelas coloidais. Essas estruturas permanecem estaveis devido as
interacdes eletrostaticas, hidrofobicas e estéricas entre as proteinas e ao fosfato de calcio
coloidal presente em sua estrutura. Os grupos fosfato das caseinas interagem com ions calcio e
fosfato, contribuindo para a associacdo das proteinas e para a organizacdo e estabilidade das
micelas (Holt et al., 2013).

A estabilidade desse sistema pode ser modificada pela adicdo de sais estabilizantes,
também chamados de sais quelantes, como citrato e fosfatos. Esses compostos alteram o
equilibrio entre as fases soltivel e coloidal do leite, influenciando a concentragdao de calcio
ionizado e, consequentemente, a estabilidade das micelas, principalmente quando ocorrem
variacdes de pH e temperatura. Quando esse equilibrio ¢ perturbado, podem ocorrer processos
como agregacao proteica e gelificacdo (Nicolais; Chassenieux, 2021).

Além das micelas de caseina, o leite contém glébulos de gordura dispersos na fase
aquosa. A interacdo entre essas duas estruturas é responsavel por grande parte das propriedades
fisico-quimicas do leite (Jukkola et al., 2019). Os globulos de gordura sdo revestidos por uma
membrana rica em proteinas e fosfolipidios, que contribui para sua estabilidade e para a
manuten¢do da emulsdo. Dessa forma, a organizacdo das micelas de caseina, a distribuicao dos
sais minerais e a estrutura dos glébulos de gordura estao diretamente relacionadas a estabilidade
do leite e ao seu comportamento durante o processamento (Braun; Hanewald; Vilgis, 2019).

Os topicos a seguir apresentam, de forma mais detalhada, os principais constituintes do
leite e sua importancia para a composi¢ao, a estabilidade e as propriedades tecnologicas desse

sistema.
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1.1.1 Gorduras

O leite ¢ uma emulsao bioldgica complexa na qual a fragao lipidica desempenha papel
fundamental nas propriedades fisico-quimicas, nutricionais e sensoriais. Essa fracdo ¢
constituida predominantemente por triacilglicerdis (TAG), que representam cerca de 98% dos
lipidios totais, além de componentes minoritarios, como fosfolipidios, acidos graxos livres
(AGL), diacilglicerois, esterdis e vitaminas lipossoluveis (Mendes et al., 2016). Esses lipidios
organizam-se na forma de glébulos de gordura revestidos por uma membrana complexa,
denominada membrana do glébulo de gordura do leite (Milk Fat Globule Membrane — MFGM),
cujo diametro varia aproximadamente de 0,1 a 10 pm e cuja composi¢do também difere entre
as espécies animais (Lopez; Cauty; Guyomarc’h, 2019). A variabilidade na composicao lipidica
entre leites de diferentes mamiferos, como vaca, cabra, ovelha e bufala, esta associada a
especificidades fisioldgicas e metabolicas, influenciando suas caracteristicas nutricionais,
tecnologicas e o valor comercial, além de aumentar a suscetibilidade a adulteragcdes por
substituicdo de matrizes (Lopez; Cauty; Guyomarc’h, 2019). Nesse contexto, a caracterizagao
rapida e precisa da fragdo lipidica constitui um importante desafio analitico (Amores; Virto,

2019).

Figura 1 — Glébulo de gordura
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A composi¢ao lipidica do leite varia entre as espécies animais, principalmente em
relacdo ao teor de gordura e a distribuicdo das diferentes classes de lipidios. A Tabela 1

apresenta a composic¢ao da gordura do leite de vaca, ovelha, cabra e bufala.

Tabela 1 — Teor de gordura do leite de varias espécies (% em massa dos lipidios totais)

Classe de lipidios Vaca Ovelha Cabra Bufala
Total % 3,3-4,7 4,0-4,9 4,1-4,5 4,7
Triacilglicerol 97,5 98,1 97,6 98,6
Diacilglicerol 0,36 - - 0,70
Monoacilglicerol 0,027 0,03 0,10 T
Esteres de
T 0,02 0,04 0,1
colesterol
Colesterol 0,31 - - 0,3
Acidos graxos
0,27 - - 0,50
livres
Cole+DAG+AGL - 1,45 1,89
Fosfolipidios 0,6 0,38 0,65 0,5

T = tragos (< 0,01%); Cole =0 ésteres de colesterol; DAG = diacilglicerdis; AGL = acidos graxos livres.

Fonte: Adaptado de Amores (2019).

Para a extragdo da fracdo lipidica do leite podem ser empregados diferentes métodos
baseados em solventes organicos, como Rose-Gottlieb, Bligh e Dyer e Folch. Neste trabalho
foi utilizado o método de Folch, muito empregado devido a alta eficiéncia na recuperacdo de
diferentes classes de lipidios (Folch; Lees; Sloane Stanley, 1957; Liu; Moate; Rochfort, 2019).

A fracdo lipidica obtida pode ser posteriormente caracterizada por espectroscopia
Raman e no infravermelho, técnicas que fornecem informagdes sobre a composi¢do molecular
dos lipidios. Associadas a PCA, essas técnicas permitem comparar amostras provenientes de
diferentes espécies animais. A caracterizagdo da fracdo lipidica do leite por espectroscopia

vibracional sera discutida em maior profundidade na Segao 4.
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1.1.2 Caseinas

As caseinas s3o as principais proteinas do leite e desempenham papel fundamental na
estrutura e nas propriedades tecnoldgicas do leite e de seus derivados. Elas representam cerca
de 80% das proteinas totais do leite bovino e encontram-se organizadas na forma de micelas
coloidais, estruturas responsaveis por manter a estabilidade do sistema, principalmente durante
o processamento térmico (Tsioulpas et al., 2010).

As micelas de caseina s3o constituidas por quatro fragdes principais: asi-caseina, asz-
caseina, -caseina e k-caseina. Essas proteinas sdo estabilizadas por interacdes eletrostaticas,
hidrofébicas e pela presenga de fosfato de célcio coloidal, que estabelece ligagdes entre residuos
de fosfoserina e contribui para a organizacao da estrutura micelar (Byun; Hwang; Lee, 2019;
Saha et al., 2022).

A estabilidade das micelas ¢ influenciada por fatores como pH, temperatura, forga idnica
e concentra¢do de sais. Durante a acidificagdo, ocorre a solubilizagao do fosfato de calcio
coloidal e a reducdo da carga elétrica das proteinas, favorecendo a aproximagao e a agregacao
das micelas (Bertsch; Savorani; Fischer, 2019; Saha et al., 2022). A medida que o pH se
aproxima do ponto isoelétrico das caseinas, em torno de 4,6, pode ocorrer sua precipitacdo. Em
condi¢des alcalinas, ocorre o efeito contrario: o aumento da carga negativa intensifica a
repulsdo eletrostatica entre as proteinas e modifica o equilibrio entre as fases micelar e solavel,
favorecendo a dispersdo das micelas e reduzindo a turbidez do leite (Gaucheron, 2005; Kern et
al., 2020).

A temperatura também interfere na estabilidade das micelas, promovendo a
desnaturacao de proteinas e alterando a solubilidade dos sais de calcio (Wang; Ma, 2020). Além
disso, a concentracdo de calcio e fosfato influencia diretamente as interacdes entre as proteinas,
podendo favorecer a formacao de pontes salinas e a agregagao das micelas (Ye; Harte, 2013).

Outros fatores também podem alterar a estabilidade desse sistema. Enzimas
proteoliticas, como a renina, hidrolisam a k-caseina, proteina essencial para a estabilidade das
micelas, expondo regides hidrofobicas que favorecem a coagulagdo do leite, etapa fundamental
na fabrica¢do de queijos. Da mesma forma, a adi¢do de etanol reduz a solubilidade dos sais de
calcio e promove a coagulagdo das proteinas, principio utilizado no teste do alcool para

avaliagdo da estabilidade do leite (Liu et al., 2013).
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1.1.3 Minerais

Embora estejam presentes em menores concentragdes, os minerais desempenham papel
importante tanto no valor nutricional quanto nas propriedades tecnoldgicas do leite. Entre os
principais minerais encontram-se célcio, fosforo, magnésio, sddio e potassio, além de ions como
citrato, fosfato e cloreto. Esses componentes interagem entre si € com as proteinas do leite,
participando do equilibrio salino e da estabilidade das micelas de caseina. Alteragdes nesse
equilibrio podem ser provocadas por fatores como acidificagdo, tratamento térmico,
resfriamento do leite e adicdo de sais estabilizantes ou agentes quelantes (Cheung, 2015).
Podemos destacar o célcio por exercer papel fundamental na estabilidade do leite. Ele pode ser
encontrado na forma livre (calcio ionizado) ou associado a compostos como citrato e fosfato. A
maior parte do calcio ligado encontra-se na forma de fosfato de célcio coloidal, componente
essencial para a estrutura das micelas de caseina. Além de contribuir para a estabilidade térmica
do leite, o calcio também influencia as propriedades reoldgicas e de superficie das proteinas.
Aproximadamente 66% do célcio e 55% do fosforo encontram-se na fase coloidal (Gaucheron,
2005).

Além dos macrominerais, o leite também contém elementos-traco, como ferro, cobre,
zinco, manganés, selénio, iodo, cromo, cobalto, molibdénio, fluor, arsénio, niquel, silicio e
boro. Apesar de estarem presentes em menores concentragdes, esses elementos contribuem para
o valor nutricional do leite e, juntamente com os macrominerais, influenciam a estrutura das
proteinas, o processamento e a qualidade dos produtos lacteos (Cheung, 2015; Gaucheron,

2005).

1.2 PRODUTOS DERIVADOS DO LEITE

O leite ¢ uma matéria-prima versatil, e sua composi¢do, rica em proteinas, lipidios,
carboidratos e minerais, possibilita a fabricacdo de diversos produtos lacteos (Fox et al., 2015).
Produtos tradicionais como queijos, iogurtes, manteiga, creme de leite e leite fermentado sdo
obtidos por meio de processos como fermentacdo, coagulagdo enzimatica, desnate,
concentragdo e transformacao térmica (Walstra et al., 2005). Além dos produtos tradicionais,
tecnologias mais recentes também permitem a produgao de leite em po, leite UHT (Ultra-high
temperature), bebidas lacteas, formulas infantis e ingredientes industriais, como proteinas

isoladas, lactose, caseinatos e soro de leite concentrado ou em p6. Essa variedade de produtos
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demonstra a versatilidade tecnologica do leite e sua relevancia para a alimentacdo humana, bem
como para usos industriais e cientificos (Suh, 2022).

Dentre os diversos produtos que o leite pode fornecer, ha categorias que s3o comuns na
industria de laticinios, gragas a versatilidade quimica e funcional de seus componentes. O leite
UHT ¢ aquele que passa por um tratamento térmico a temperaturas superiores a 135 °C por um
curto periodo, com o objetivo de eliminar microrganismos e enzimas, garantindo sua
estabilidade comercial sem a necessidade de refrigeracdo (Brasil, 2025; Nieuwenhuijse;
Huppertz, 2022). Foi descrito com mais detalhes na Secao 3, dedicada aos leites submetidos a
tratamento térmico, na qual foram investigados os efeitos da adicdo de diferentes sais quelantes,
por meio de um planejamento de misturas, sobre as propriedades fisico-quimicas e estruturais
do leite.

A gordura do leite também ¢ utilizada na produgdo de manteiga, creme de leite, sorvetes
e diversos ingredientes industriais. Sua composi¢do, formada principalmente por
triacilglicerdis, fosfolipidios e compostos volateis, influencia diretamente as propriedades
sensoriais e tecnoldgicas desses produtos (Fox et al., 2015; Walstra et al., 2005). Além disso,
variagdes na composicao lipidica entre diferentes espécies animais modificam as propriedades
fisico-quimicas da gordura e podem ser investigadas por técnicas espectroscopicas (Gantner,
2015; Oliveira; Oliveira; Oliveira, 2026). Neste trabalho, a Se¢do 4 apresenta a caracterizacao
espectroscopica da gordura do leite de diferentes espécies, explorando as diferencas estruturais
e composicionais relacionadas a sua origem.

Os queijos constituem um dos principais derivados do leite e podem ser produzidos por
diferentes processos tecnoldgicos. Sua classificagdo considera critérios como teor de gordura,
umidade, tipo de leite e tempo de maturacdo. De forma geral, a fabricacao envolve a coagulagao
do leite, o corte da coalhada para separagdo do soro, a moldagem, a salga e, na maioria das
variedades, a maturagdo, etapa responsavel pelo desenvolvimento das caracteristicas de sabor
e textura. Entre os principais tipos destacam-se os queijos frescos, como Minas Frescal e
Cottage; os maturados, como Parmesdo e Gruyere; os de massa filada, como Mugarela e
Provolone; e os queijos azuis, como Roquefort e Gorgonzola (Perry, 2004)

Entre esses produtos, o queijo Minas Frescal foi escolhido como objeto de estudo desta
tese. Trata-se de um queijo de alta umidade, produzido por coagula¢do enzimatica do leite, com
baixo dessoramento, textura macia e sabor suave (Perry, 2004; Silva, 2005). Sua elevada
concentragdo de agua torna o produto altamente perecivel, exigindo consumo em curto periodo

apos a fabricacdo (Sangaletti ef al., 2009; Silva et al., 2019). Essas caracteristicas fazem do



26

queijo Minas Frescal um modelo interessante para o estudo das alteragdes estruturais durante o

armazenamento, tema abordado na Secao 5.

1.3 ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL E QUIMIOMETRIA

Os topicos a seguir apresentam os principios da espectroscopia no infravermelho, da
espectroscopia Raman e da quimiometria, destacando suas aplicagdes na caracterizagcdo

estrutural e composicional do leite e de seus derivados.

1.3.1 Espectroscopia no infravermelho

A espectroscopia no infravermelho baseia-se na absor¢do de radiacdo eletromagnética
por ligagdes quimicas presentes nas moléculas. Quando a frequéncia da radiacdo incidente
coincide com a frequéncia natural de vibragdo de um grupo funcional, ocorre absor¢do de
energia, promovendo transicdes entre estados vibracionais. Como cada grupo funcional
apresenta frequéncias vibracionais caracteristicas, o espectro obtido funciona como uma
"impressao digital" molecular, permitindo a identificacdo da composi¢do quimica das amostras
(Centiti et al., 2023; Sala, 2008). Classicamente, a absor¢do no infravermelho ocorre quando ha
variagdo periddica do momento de dipolo elétrico durante a vibragdo molecular. Considerando
pequenos deslocamentos em torno da posicdo de equilibrio, o momento de dipolo pode ser

expresso por uma expansao em série de Taylor,
du ~
U=+ (— + --- Equacido 1
0 (dq)o q q

em que o representa o momento de dipolo permanente e g corresponde a coordenada
vibracional. Dessa forma, uma vibrag¢do serd ativa no infravermelho apenas quando houver

variagdo do momento de dipolo durante o movimento vibracional, isto €,

(Z—g)o # 0 Equagdo 2
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Essa condi¢do constitui a principal regra de sele¢do para absor¢ao no infravermelho e
explica por que moléculas diatomicas homonucleares, cujo momento de dipolo permanece
constante durante a vibragao, ndo apresentam atividade nessa regido espectral (Pirutin ef al.,
2023; Sala, 2008). Sob a abordagem da mecanica quantica, a probabilidade de uma transi¢do

vibracional ¢ descrita pelo momento de dipolo de transigdo,

tmn = [ ¥m by dv Equagdo 3

em que Y, ¢ P, representam as funcdes de onda dos estados inicial e final. Para que uma
transi¢do seja permitida, o momento de transi¢do deve ser diferente de zero e obedecer as regras

de selecdo vibracionais. No caso do oscilador harmonico, a principal regra de selecao é:

Av =+1

A espectroscopia no infravermelho compreende trés regides espectrais: infravermelho
proximo (NIR), infravermelho médio (MIR) e infravermelho distante (FIR). Dentre essas, a
regido do infravermelho médio, compreendida entre 4000 e 400 cm™ (2500 - 25000 nm), ¢ a
mais utilizada para caracterizacdo molecular, pois concentra as vibragdes fundamentais da
maioria das moléculas organicas e permite a identificacdo de diferentes grupos funcionais
(Ceniti et al., 2023; Mohammadi et al., 2024)

Além do carater nao destrutivo, a espectroscopia no infravermelho apresenta como
vantagens a rapidez de aquisi¢do dos espectros, a necessidade minima de preparo das amostras
e a possibilidade de obtencdo simultinea de informacdes sobre diferentes constituintes
quimicos (Mazurek et al., 2015; Mohammadi et al., 2024). Em especial, a espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) tornou-se uma das principais ferramentas
analiticas empregadas na industria de laticinios para determinacdo da composicao do leite e
derivados, bem como na avaliacdo da qualidade, autenticidade e detec¢ao de adulteragdes.
Quando associada a métodos quimiométricos, a técnica apresenta elevada capacidade para
classificagdo e predicdo de propriedades fisico-quimicas, ampliando significativamente seu

potencial analitico (Ceniti et al., 2023; Mazurek et al., 2015; Windarsih et al., 2021).

1.3.2 Espectroscopia Raman
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O efeito Raman foi previsto teoricamente por Adolf Smekal em 1923 e observado
experimentalmente por Chandrasekhara Venkata Raman e K. S. Krishnan em 1928. Dois anos
depois, Raman recebeu o Prémio Nobel de Fisica pela descoberta desse fendmeno, que deu
origem a espectroscopia Raman (Chandra et al., 2024). Atualmente, essa técnica ¢ amplamente
empregada na caracterizagdo estrutural de materiais devido a sua elevada especificidade
quimica, rapidez de andlise, reduzido preparo de amostras e carater ndo destrutivo, sendo
aplicada em areas como ciéncia dos alimentos, biologia, quimica e ciéncia dos materiais (Be¢
et al., 2020; Chandra et al., 2024).

Assim como a espectroscopia no infravermelho, a espectroscopia Raman ¢ uma técnica
vibracional capaz de fornecer informagdes sobre a estrutura molecular por meio dos modos
normais de vibracdo. Entretanto, os principios fisicos responsaveis pela geracao dos espectros
sao distintos. Enquanto a espectroscopia no infravermelho baseia-se na absor¢ao da radiagao
eletromagnética policromatica, a espectroscopia Raman fundamenta-se no espalhamento
inelastico da luz monocromatica, normalmente proveniente de um laser (Be¢ et al., 2020; Sala,
2008).

Quando um feixe de luz monocromatica incide sobre uma molécula, a maior parte da
radiacdo ¢ espalhada sem alteracdo de energia, fendmeno denominado espalhamento Rayleigh.
Apenas uma pequena fracdo dos fotons excita os modos vibracionais da molécula, ocorrendo
troca de energia entre a radiacdo incidente e o sistema molecular. Como consequéncia, a
radiacao espalhada apresenta frequéncia diferente da radiacdo incidente, caracterizando o
espalhamento Raman (Mohammadi et al., 2024; Sala, 2008).

A principal diferenca entre a espectroscopia Raman e a espectroscopia no infravermelho
esta no mecanismo de interagdo entre a radiagdo ¢ a matéria. Na absor¢ao no infravermelho,
uma vibragao molecular sera observada quando houver variacdo do momento de dipolo elétrico
durante a vibragcdo. No Raman, por outro lado, a interacdo depende da deformacao da nuvem
eletronica provocada pelo campo elétrico da radiagdo incidente, gerando um momento de dipolo

induzido (Mendes et al., 2016; Sala, 2008) equagdo 4:

P = aE Equacio 4

em que P representa o momento de dipolo induzido, a corresponde a polarizabilidade
molecular e £ é o campo elétrico da radiagdo incidente.
Como a polarizabilidade sofre pequenas variacdes durante a vibragdo molecular, ela

pode ser expandida em série de Taylor em torno da posigao de equilibrio:



29

d ~
a=ay+ (d—Z)O q + --- Equagdo 5

Desprezando-se os termos de ordem superior, verifica-se que um modo vibracional
somente serd ativo no Raman quando ocorrer varia¢do da polarizabilidade ao longo da vibragao,

ou seja,

(3—3)0 # 0 Equacdo 6

Essa expressdo constitui a regra de selecdo da espectroscopia Raman e evidencia sua
principal diferenca em relagdo a espectroscopia no infravermelho, cuja atividade vibracional
depende da condi¢@o observada na equagao 2.

Dessa forma, enquanto a espectroscopia no infravermelho apresenta maior sensibilidade
a vibracdes associadas a grupos funcionais polares, a espectroscopia Raman ¢ particularmente
sensivel a ligagdes covalentes pouco polares e a estruturas de elevada simetria. Em produtos
lacteos, essa complementaridade permite obter informagdes moleculares distintas sobre
proteinas, lipidios e demais constituintes da matriz. Além disso, a espectroscopia Raman pode
apresentar vantagens em sistemas aquosos, uma vez que a agua possui menor contribui¢ao
espectral nessa técnica, e possibilita a analise de amostras com menor necessidade de preparo.
Por outro lado, a fluorescéncia de alguns componentes da matriz pode interferir nas medidas
Raman, enquanto a elevada absor¢do de agua pode limitar determinadas aplicagdes no
infravermelho. Assim, a espectroscopia Raman pode ser particularmente adequada para a
caracterizacdo da fracdo lipidica e para o monitoramento de altera¢des estruturais em matrizes
lacteas complexas, enquanto Raman e FTIR podem ser empregadas de forma complementar
para ampliar a caracterizagdo molecular dos produtos (Be¢ et al., 2020; Sala, 2008).

O espalhamento Raman pode originar trés componentes espectrais. O espalhamento
Rayleigh corresponde ao processo eldstico, no qual ndo ocorre troca de energia entre o foton e
a molécula. Ja o espalhamento Stokes ocorre quando parte da energia do foton incidente ¢
transferida para a molécula, produzindo um f6ton espalhado de menor energia. No
espalhamento anti-Stokes, a molécula encontra-se inicialmente em um estado vibracional
excitado e transfere energia ao foton espalhado, que passa a apresentar energia superior a
radiagdo incidente (Chandra et al., 2024; Pirutin et al., 2023). Como, a temperatura ambiente,

a maior parte das moléculas ocupa o estado vibracional fundamental, as bandas Stokes
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apresentam intensidade significativamente maior que as bandas anti-Stokes e, por isso, sdo as

mais utilizadas em andlises espectroscopicas (Mohammadi et al., 2024; Sala, 2008).

1.3.3 Aplicacoes das Técnicas Vibracionais no Estudo do Leite e de Seus

Componentes

As técnicas de espectroscopia vibracional tém sido amplamente utilizadas na
caracterizacdo de sistemas lacteos, permitindo investigar a composi¢cdo quimica e as alteragdes
estruturais do leite e de seus derivados (Silva et al., 2021). Entre essas técnicas, a espectroscopia
Raman e a espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) apresentam
caracteristicas complementares, sendo empregadas na avaliagdo de proteinas, lipidios e outros
constituintes da matriz lactea, bem como na diferenciacdo entre espécies animais, na
caracterizacdo de produtos lacteos e no monitoramento de alteracdoes decorrentes do
processamento e do armazenamento (Oliveira, 2026).

A espectroscopia Raman apresenta elevada sensibilidade as vibragdes das ligacdes C-H
e C=C, caracteristicas da fracdo lipidica (Czamara et al., 2015). J4 a FTIR ¢ mais sensivel as
vibragdes de grupos funcionais polares, permitindo obter informacdes sobre proteinas, lipidios
e carboidratos presentes no leite. Além disso, a espectroscopia Raman apresenta baixa
interferéncia da dgua, caracteristica vantajosa para a analise de leite e derivados com elevado
teor de umidade (Pirutin et al., 2023; Zhang; Jiang; Xiong, 2023).

Associadas a Analise de Componentes Principais (PCA) e a outras ferramentas
quimiométricas, essas técnicas permitem explorar grandes conjuntos de dados espectrais,
identificar padrdes de similaridade entre amostras e evidenciar diferencas relacionadas a
composicdo, ao processamento e a origem dos produtos. Dessa forma, a espectroscopia
vibracional constitui uma ferramenta importante para a caracterizagdo, diferenciagdo e o

controle de qualidade de leite e derivados.

1.3.4 Quimiometria

A quimiometria consiste na aplicagdo de métodos estatisticos e matematicos ao
planejamento experimental e a analise de dados quimicos. Na espectroscopia vibracional, essas

ferramentas sdo fundamentais, uma vez que cada amostra gera espectros contendo um grande
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nimero de varidveis, cuja interpretacdo pode ser complexa. Dessa forma, a quimiometria
permite identificar padrdes, tendéncias e diferencas entre as amostras, facilitando a
interpretacao dos dados (Ferreira, 2022).

Entre as diferentes abordagens quimiométricas, o Planejamento de Experimentos
(Design of Experiments - DOE) é amplamente utilizado para investigar o efeito de multiplos
fatores sobre uma resposta de interesse. Além de reduzir o nimero de experimentos necessarios,
essa estratégia possibilita avaliar simultaneamente os efeitos individuais e as interagdes entre
os fatores estudados (Adriano et al., 2024). Neste trabalho, o DOE foi aplicado na Seg¢ao 3, por
meio de um planejamento de misturas com quatro componentes, para avaliar a influéncia de
diferentes fosfatos e do citrato de sodio sobre a estabilidade coloidal do leite destinado ao
processamento UHT.

Outra técnica amplamente empregada em quimiometria ¢ a PCA. Trata-se de um método
ndo supervisionado que reduz a dimensionalidade dos dados ao transformar varidveis
correlacionadas em componentes principais, responsaveis por descrever a maior parte da
variabilidade existente no conjunto de dados (Jolliffe, 1986). De modo geral, a PCA facilita a
visualizagdo de agrupamentos entre amostras e auxilia na interpretagdo das principais

diferencgas observadas entre os espectros.

1.4  DISPOSICOES GERAIS

Na secdo 3 desta tese, o planejamento de misturas foi empregado para avaliar a influéncia
da combinacdo de diferentes fosfatos e do citrato de sodio na estabilidade coloidal do leite
desnatado que passa por tratamento térmico severo. A partir desse estudo foi possivel investigar
a interagdo entre os componentes da mistura e chegar a uma combinacao adequada as condi¢des
estudadas.

Em sequéncia, foi investigada a fragdo lipidica de leites provenientes de diferentes
espécies animais por espectroscopia Raman e FTIR. A interpretagdo dos espectros por meio da
PCA permitiu caracterizar as amostras e identificar diferencas entre os perfis espectrais de
acordo com a espécie de origem.

Por fim, foi realizado o estudo de queijos Minas Frescal industriais e artesanais,
comparando suas caracteristicas espectroscopicas e fisico-quimicas ao longo do

armazenamento sob refrigeracdo e a temperatura ambiente. A espectroscopia Raman, associada
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a PCA, foi empregada para acompanhar as alteragdes estruturais observadas durante o
armazenamento e diferenciar os queijos de acordo com o tipo de producao.

Em conjunto, os estudos que serdo apresentados contribuem para ampliar o
conhecimento sobre a relagdo entre composicao, estrutura e processamento de leite e derivados,
demonstrando o potencial do planejamento experimental, da espectroscopia vibracional e da
quimiometria como ferramentas aplicadas a pesquisa, ao desenvolvimento de produtos e ao

controle de qualidade na industria de laticinios.
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2 OBJETIVOS GERAIS

Aplicar técnicas de espectroscopia vibracional associadas a quimiometria na caracterizagao
e diferenciacdo de sistemas lacteos diversos mediante modificagdes em sua composi¢ao e em

suas propriedades fisico-quimicas.

2.1 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

Para facilitar a leitura, os objetivos especificos foram estruturados em trés sec¢des, cada

qual referente a cada um deles.

2.1.1 Estudo do efeito sinérgico de diferentes fosfatos e citrato de sédio na
estabilidade coloidal do leite desnatado sob condicoes controladas de

tratamento térmico severo

. Realizar o planejamento de misturas de 4 componentes (citrato de so6dio, monofosfato
de sodio, difosfato de sodio e trifosfato de s6dio) isolados € misturas a fim de se otimizar
a quantidade dessas misturas;

. Estudar os efeitos da adicdo de diferentes sais estabilizantes em diferentes
concentracdes no leite, avaliando o efeito dos estabilizantes separadamente e de suas
misturas.

o Avaliar as influéncias dos aditivos a partir da espectrometria Raman e por ressonancia
magnética nuclear do estado sélido do niicleo de *'P.

o Estudar a relagdo entre a adicdo de sais estabilizantes e o calcio presente no leite através

das andlises dos teores calcio i6nico e total nos produtos formulados;

o Estudar a estabilidade térmica dos produtos formulados através do heat coagulation
time (HCT);
. Estudar o efeito da adi¢do dos sais estabilizantes na distribuicdo do tamanho das

particulas através da anélise de tamanho de particulas por difragdo a laser (LS).
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2.1.2 Estudo espectroscépico vibracional da gordura do leite de diferentes espécies

animais pelo método de Folch

Realizar a extragdo da fracao lipidica de leites crus de vaca, cabra, ovelha e bufala, bem
como de leites pasteurizados e UHT de vaca e cabra, utilizando a metodologia de Folch;
Analisar as diferencas entre as fases obtidas na extragdo, utilizando as técnicas
espectroscopicas para uma avaliagcdo da eficiéncia do método e da pureza da fragdo
lipidica isolada;

Caracterizar as gorduras extraidas por meio de espectroscopia Raman e infravermelho,
visando identificar possiveis diferencas entre as amostras;

Aplicar andlise de componentes principais (PCA) para classificar as amostras de leite
cru de acordo com a espécie animal e verificar se a fracdo lipidica isolada € consistente

entre diferentes extragdes.

2.1.3 Espectroscopia Raman associada a quimiometria de queijos Minas frescal

artesanais e industriais do Brasil

Caracterizar queijos Minas Frescal artesanais e industriais por meio de espectroscopia
Raman;

Avaliar as alteracdes estruturais dos queijos durante o armazenamento refrigerado e em
condicdo de temperatura ambiente;

Identificar as principais bandas espectrais associadas as modificagdes estruturais
decorrentes do armazenamento, com énfase na fracao lipidica;

Aplicar a PCA para diferenciar queijos artesanais e industriais;

Correlacionar as informagdes espectroscOpicas com as alteracdes fisico-quimicas

observadas durante o periodo de armazenamento.
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3 ESTUDO DO EFEITO SINERGICO DE DIFERENTES FOSFATOS E CITRATO
DE SODIO NA ESTABILIDADE COLOIDAL DO LEITE DESNATADO SOB
CONDICOES CONTROLADAS DE TRATAMENTO TERMICO SEVERO

Estd secdo apresenta o embasamento tedrico e metodoldgico para a avaliagdo da
estabilidade coloidal do leite submetido ao tratamento térmico severo e a adicdo de agentes
quelantes. Inicialmente, ¢ apresentada uma revisao da literatura sobre a composigao do leite, os
efeitos do processamento térmico no equilibrio salino e na estrutura das micelas de caseina,
bem como a atuacdo dos sais quelantes de calcio na redugdo de fendmenos de instabilidade. Em
seguida, sdo abordados os fundamentos do Planejamento de Misturas aplicado a misturas,
ferramenta utilizada neste estudo para avaliar e otimizar as interacdes entre os diferentes

fosfatos e o citrato de sd6dio no sistema lacteo.

3.1 REFERENCIAL TEORICO

O leite cru apresenta riscos a satde publica devido a sua suscetibilidade a contaminacdo
por microrganismos patogénicos e a ocorréncia de doengas transmitidas por alimentos (DTA),
que podem ser graves e afetam a qualidade do leite. Para minimizar esses riscos, o leite cru é
submetido a tratamentos térmicos destinados a eliminar patdgenos presentes, como Salmonella,
Listeria monocytogenes, Campylobacter jejuni, Escherichia coli O157 e Staphylococcus aureus
(Crotta et al., 2016). Existem dois principais tipos de tratamento térmico aplicados ao leite:
pasteurizagdo e ultrapasteurizacdo (Alegbeleye et al., 2018). A pasteurizacdo consiste no
aquecimento do leite a temperaturas inferiores as empregadas no processamento UHT, por
tempo suficiente para eliminar microrganismos patogénicos e reduzir a carga microbiana,
preservando grande parte de suas caracteristicas originais (Tadjine et al., 2020). J& a
ultrapasteuriza¢do submete o leite a temperaturas superiores a 135 °C por poucos segundos,
seguida de envase asséptico, permitindo a obtencdo de um produto comercialmente estéril e
estavel a temperatura ambiente (Fox; Uibel; Harris, 2007; Walstra et al., 2005). O tratamento
térmico do leite, essencial para garantir a seguranga alimentar, provoca alteragdes em sua
composi¢ao (Bueno ef al., 2020).

A desnaturagdo das proteinas, pode afetar a viscosidade e a capacidade de coagulacdo
do leite. A formagao de complexos entre as proteinas do soro e a caseina pode levar a turvagao

ou a formacdo de sedimentos (Nieuwenhuijse; Huppertz, 2022). As altera¢des no equilibrio
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salino, causadas pela dissociagdo de sais e pela formacao de novos complexos, podem resultar
na instabilidade das micelas de caseina e na formagao de gel (Nieuwenhuijse; Huppertz, 2022;
Singh, 2004). O aquecimento intenso pode causar alteragdes irreversiveis, como a agregagao
das micelas de caseina, afetando a textura e a aparéncia do produto final. A intensidade do
tratamento térmico deve ser compativel com o produto desejado e com sua vida util, sendo
necessario minimizar as alteragdes fisico-quimicas induzidas pelo aquecimento para preservar
a qualidade nutricional, sensorial e tecnologica do leite (Bueno et al., 2020; Nieuwenhuijse;
Huppertz, 2022).

Entre as propriedades mais importantes para o processamento térmico destaca-se a
estabilidade térmica do leite (ETL), que corresponde a resisténcia do leite a coagulagcdo ou
gelificacdo visivel durante o aquecimento e constitui um importante parametro para o
processamento de produtos lacteos. A estrutura micelar das caseinas desempenha um papel
central na estabilidade térmica do leite. Os principais fatores que influenciam a ETL incluem o
equilibrio salino, o teor natural de ureia, o pH, a estabilidade das micelas de caseina, o periodo
de lactagdo, a nutri¢ao do gado, a presenca de mastite, bem como o tempo e a temperatura de
processamento. A interacdo entre esses fatores determina o comportamento do leite durante o
aquecimento e sua estabilidade frente ao tratamento térmico (Singh, 2004).

Para mitigar problemas como a instabilidade, sedimentacdo e gelificagdo, que afetam a
vida de prateleira do leite, a adicdo de quelantes como citratos e fosfatos tem sido amplamente
utilizada. Alguns desses sais quelantes sdo permitidos pela legislagdo e incluem citrato de sddio,
monofosfato de sddio, difosfato de sodio e trifosfato de sddio, os quais podem ser adicionados
individualmente ou em combinagdo, com a dosagem maxima permitida de 0,1 g/100 mL
(Brasil, 2025). Esses compostos sdo incorporados ao leite para aumentar sua estabilidade

térmica.
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Figura 2 — Estrutura quimica dos sais quelantes Monofosfato de sodio (MonoP), Difosfato de

sodio (DiP), Trifosfato de sodio (TriP) e Citrato de sodio (Cit) utilizados no trabalho

NaHPO, HO-P-ONa
monofosfato de sodio !
OH
NaP,0 NHO\E 0 ﬁ,ONa
. sr3dio PP __Pl
trifosfato de sodio ~ NaO~ 0" | ‘O "ONa
ONa
@]
NBH2P207 1l In
: . . HO-P-O-P-OH
difosfato de sodio C')Na 6Na
o)

HOC(COONa) 0 ONa *H20
(CHchONa)z 2 2H20 NaO HO ONa pe HQO
0

citrato de sodio

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Os agentes quelantes de calcio contribuem para o aumento da estabilidade térmica do
leite, pois sequestram o célcio i6nico, diminuindo sua disponibilidade e, a0 mesmo tempo,
interagem com a caseina para estabilizar as micelas, prevenindo a precipitacdo. A adi¢do de
quelantes de calcio promove uma redugdo na turbidez e um aumento da viscosidade, devido a
solubilizacdo das proteinas (Renhe; Indris; Corredig, 2018; Renhe; Zhao; Corredig, 2019).

A adigdo de sais sequestrantes de calcio aos sistemas lacteos ¢ amplamente utilizada na
industria de laticinios para diferentes propositos, como melhorar a estabilidade térmica e
prevenir a sedimentagdo no leite UHT ou para ajustar propriedades fisicas do queijo processado,
como a capacidade de derretimento e a textura. Esses sais alteram o equilibrio mineral nos
sistemas lacteos, modificando a distribui¢ao do calcio entre as fases coloidal e soluvel. Ao
sequestrar ions de calcio livres, podem também interagir com o célcio do fosfato de calcio
micelar, comprometendo a integridade da micela. No entanto, o impacto dos sequestrantes sobre
a estrutura micelar varia, assim como sua capacidade de interagir com ions de calcio e proteinas
micelares (Garcia; Alting; Huppertz, 2023).

A escolha dos estabilizantes apropriados ¢ um processo complexo, uma vez que sdo
considerados eficazes quando conseguem reduzir o calcio ionizado de forma moderada, sem
provocar um aumento excessivo do pH, o que poderia causar escurecimento antes, durante e
apds o tratamento térmico € o armazenamento. Dado que o célcio desempenha um papel
fundamental na estabilidade coloidal do leite, € essencial compreender como ele esta distribuido

entre as fases soluvel e coloidal (Tsioulpas et al., 2010) e avaliar a influéncia da adigdo de
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fosfatos e citrato de sodio nessa distribui¢ao. Diversos estabilizantes tém sido investigados com
0 objetivo de minimizar a sedimentagdo, além de reduzir o espessamento e a coagulagdo
induzida pelo calor em leites concentrados (Boumpa et al., 2008).

Considerando que o efeito dos sais quelantes depende das propor¢des em que sdo
utilizados, o planejamento de misturas ¢ uma abordagem adequada para investigar esse tipo de
sistema. No presente estudo, essa metodologia foi empregada para avaliar combinagdes de
quatro sais quelantes permitidos pela legislagdao brasileira. Os fundamentos tedéricos dessa
abordagem sao apresentados a seguir.

A metodologia de DOE constitui uma abordagem estatistica utilizada para planejar
experimentos, construir modelos matematicos e otimizar processos. Entre suas aplicacdes, o
Planejamento de Misturas ¢ usado em situagdes nas quais a resposta depende das proporcdes
dos componentes da formulacgao, e ndo da quantidade absoluta de cada um deles (Buruk Sahin;
Aktar Demirtas; Burnak, 2016; Scheffé, 1958).

Nos experimentos com misturas, as propor¢des dos componentes estdo relacionadas
pela restricdao de que sua soma deve ser igual a unidade (3 x;= 1). Essa caracteristica diferencia
esse tipo de planejamento dos delineamentos fatoriais convencionais e faz com que a regiao
experimental seja representada geometricamente por um simplex, uma figura geométrica cujos
vértices representam as formulacdes constituidas por componentes puros € cujos pontos
internos correspondem as diferentes combinacdes entre eles. A dimensao do simplex depende
do nimero de componentes da mistura (Coscione; Andrade; May, 2005; Scheffé, 1958).

Entre os delineamentos mais utilizados destacam-se os planejamentos simplex-/attice e
simplex-centroide. O simplex-/attice distribui os pontos experimentais uniformemente ao longo
da regido experimental, sendo o numero de ensaios definido em fung¢do do numero de
componentes e do grau do modelo polinomial adotado. Ja o simplex-centroide inclui os vértices
do simplex, os pontos médios das arestas e o centroide da regido experimental, permitindo
avaliar os efeitos das propor¢cdes dos componentes e das interagdes entre eles (Buruk Sahin;
Aktar Demirtas; Burnak, 2016; Scheffé, 1958).

Ap0s a defini¢do do delineamento experimental, os dados sdo ajustados por modelos
polinomiais especificos para misturas, conhecidos como modelos candnicos de Scheffé. Esses
modelos podem ser lineares, quadraticos ou cubicos especiais, sendo escolhidos de acordo com
a complexidade do sistema e a qualidade do ajuste obtido (Coscione; Andrade; May, 2005).

Em aplicagdes praticas, ¢ comum que existam limites minimos ou maximos para a
propor¢ao de cada componente da mistura, restringindo a regido experimental. Nesses casos,

emprega-se a transformagao em pseudocomponentes, que reescalona a regido viavel sem alterar
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as relacdes entre os componentes, permitindo a aplicacdo dos delineamentos classicos de
misturas dentro da faixa de interesse (Cornell, 2002). Esse procedimento também possibilita
adaptar os modelos de misturas a condigdes experimentais com restricdes de formulagao
(Bezerra et al., 2020). Outra estratégia consiste em transformar as propor¢des da mistura em
varidveis matematicamente independentes, permitindo combinar delineamentos de superficie
de resposta com variaveis de processo, como temperatura e tempo (Azcarate; Pinto;
Goicoechea, 2020; Oliveira et al., 2026).

Dessa forma, o Planejamento de Misturas fornece uma estrutura estatistica para
investigar o efeito da composi¢cdo sobre uma ou mais respostas, permitindo reduzir o nimero
de experimentos, ajustar modelos matematicos e determinar a combina¢do de componentes que
resulta no desempenho desejado. Nesta tese, o planejamento de misturas foi aplicado para
otimizar combinagdes de sais estabilizantes empregadas em leite submetido a tratamento

térmico severo, com o objetivo de aumentar sua estabilidade durante o processamento.

3.2  METODOLOGIA

Nesta secdo sao apresentados os procedimentos experimentais utilizados neste trabalho,
incluindo a preparagao das amostras, o delineamento experimental, as analises fisico-quimicas
e as andlises espectroscopicas. As metodologias descritas permitiram avaliar os efeitos da
adicdo de sais quelantes sobre a estabilidade coloidal do leite e caracterizar as amostras por

espectroscopia Raman, infravermelho e ressonancia magnética nuclear de estado sélido.

3.2.1 Preparacio das amostras

As amostras foram preparadas a partir de leite em pd desnatado comercial (Land
O’Lakes, Inc., Arden Hills, MN, EUA), com uma composic¢ao de 0,74% de gordura, 3,28% de
umidade, 38,63% de proteina e um indice de nitrogénio de proteina do soro (WPNI) de 7,80
mg/g. O uso de leite em pd desnatado garantiu a consisténcia composicional e melhorou a
reprodutibilidade experimental entre os lotes independentes. Duas preparagdes independentes
de leite reconstituido foram produzidas no mesmo dia, e todos os experimentos foram realizados
utilizando ambas as preparacdes. O po foi reconstituido em dgua deionizada a 22 + 2 °C até
atingir 9% (m/m) de sélidos totais. A solucao reconstituida foi mantida sob refrigeragdo (8 °C)

por 24 horas para garantir a solubilizagdo completa do pd e a hidratagao das proteinas.
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Ap0s esse periodo, a solugdo foi caracterizada utilizando um analisador ultrassonico
portatil de leite (Ekomilk, Capitulo Lab, Sdo Paulo, Brasil), obtendo-se os seguintes valores
médios: gordura 0,28 + 0,07%, solidos nao gordurosos 9,11 + 0,58%, densidade 1,035 £+ 0,002
g/mL, proteina 3,55 + 0,22% e lactose 4,88 + 0,31%. A partir do leite reidratado, os sais
quelantes citrato de sédio (Cit), monofosfato de sdédio (MonoP), difosfato de sodio (DiP) e
trifosfato de sodio (TriP) foram adicionados na forma de pds secos, de acordo com as
proporgdes e concentragdes definidas pelo delineamento experimental. Apds a adigdo, as
amostras foram mantidas sob agitacdo constante por 10 minutos para garantir a completa
dissolucdo. As concentracdes de fosfato foram ajustadas para cumprir o limite maximo
permitido pela legislacdo brasileira (Portaria MAPA n°® 783/2025), que ¢ de 0,1 g/100 mL
expresso como P>Os. Embora o citrato de sodio seja classificado como quantum satis pela
mesma regulamentagdo, sua concentragdo maxima neste estudo também foi fixadaem 0,1 g/100
mL para garantir uma comparagao direta com os demais sais quelantes. Apos a adi¢ao dos sais,
as amostras foram submetidas a tratamento térmico em banho de 6leo a 155 °C por 8 minutos
(Campos et al., 2025) e, em seguida, resfriadas em banho de gelo até a temperatura ambiente

(22 £ 2 °C). As concentracdes e massas molares dos sais podem ser visualizadas na Tabela 2.

Tabela 2 — Concentragdes e massas molares dos compostos quelantes

Concentragdes Cit MonoP DiP TriP
%m/m (P20s) - 0,1 0,1 0,1
%m/m 0,1 0,169 0,157 0,173
mmol L! 3,400 14,085 7,051 4,703
g mol’! 294,10 119,98 221,94 367,86

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

3.2.2 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi conduzido de acordo com a abordagem de mistura
simplex-centroide para quatro componentes, correspondentes ao citrato (X, ), monofosfato (X,),
difosfato (X3) e trifosfato (X,). As propor¢des testadas, apresentadas na Tabela 3, variaram entre
0 e 1, com a condi¢gdo de que a soma das fragdes fosseiguala 1l (0 < X; <1, }X; = 1). Para
garantir a estimativa do erro experimental, repeti¢cdes independentes foram realizadas no ponto

central do delineamento (25% de cada componente), enquanto as demais formulagdes seguiram
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as combinagdes definidas pelo modelo (Cornell, 2002; Jolliffe, 1986; Zhou et al., 2017).
Andlises Fisico-Quimicas das amostras consistiram na medi¢ao do pH, determinacao dos teores
de calcio i6nico e total, analise do tamanho de particula e avaliagdo do tempo de coagulagdo
térmica (Heat Coagulation Time - HCT). Cada determinagdo analitica foi realizada em

duplicata para ambas as amostras preparadas de forma independente a 22 + 2 °C.

Tabela 3 — Planejamento experimental para 4 componentes

Neexp Cit MonoP DiP  TriP

1 1 0 0 0
2 0 1 0 0
3 0 0 1 0
4 0 0 0 1
5 0,5 0,5 0 0
6 0,5 0 0,5 0
7 0,5 0 0 0,5
8 0 0,5 0,5 0
9 0 0,5 0 0,5
10 0 0 0,5 0,5
11 0,33 0,33 0,33 0
12 0,33 0,33 0 0,33
13 0,33 0 0,33 0,33
14 0 0,33 0,33 0,33
15 0,25 0,25 0,25 0,25
16 0,625 0,125 0,125 0,125
17 0,125 0,625 0,125 0,125
18 0,125 0,125 0,625 0,125

19 0,125 0,125 0,125 0,625

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

3.2.3 Analises Fisico-Quimicas

As analises fisico-quimicas incluiram pH, teores de célcio i6nico e total, tamanho de

particula e tempo para coagulacdo (HCT).
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3.23.1 pH

Para determinar a acidez das amostras, o pH foi medido a temperatura ambiente. Foi
utilizado um medidor de pH digital, modelo PG1400 (fabricante Gehaka, Sdo Paulo), que foi

previamente calibrado com solu¢des de referéncia com pH 4,0 e 7,0.

3.2.3.2 Determinac¢ado dos teores de calcio ionico e total

De acordo com Singh et al. (2019), para analise de teores de calcio i6nico e calcio total
foram utilizados o medidor de ions calcio LAQUAtwin (Horiba Instruments). O medidor de
ions cdlcio foi calibrado usando solucdes padrdes de calcio de 3,74 mM (150 ppm) e 49,90 mM
(2000 ppm) antes de cada experimento. Para a determinacdo do cdlcio i6nico, uma pequena
aliquota da amostra foi adicionada diretamente no sensor do equipamento para leitura. J& para
a determinacdo do calcio total, a amostra foi acidificada até pH 4,0 com acido cloridrico e, em
seguida, uma pequena aliquota foi adicionada diretamente no sensor do equipamento para

leitura. As medidas serdo realizadas em duplicata a temperatura ambiente.

3.2.3.3 Heat coagulation time (HCT)

O tempo de coagulacao térmica (HCT) foi determinado a 155 °C utilizando um banho
de 6leo com temperatura controlada. Essa temperatura foi selecionada para fornecer um
tratamento térmico severo padronizado para avaliacdo laboratorial comparativa. O método,
descrito por Singh (2019), consiste na imersdo de um frasco de vidro contendo 10 mL de
amostra em um banho de 6leo com temperatura controlada equipado com um agitador. O HCT
¢ o tempo decorrido entre a colocacdo da amostra no banho e os primeiros sinais visiveis de
coagulacdo. O HCT determinado nessas condi¢des representa um pardmetro em escala
laboratorial da coagulagao induzida pelo calor e ndo deve ser interpretado como um preditor

direto da estabilidade térmica industrial.

3.2.3.4 Tamanho de particula

Para a analise da distribuicdo do tamanho das particulas, foi utilizado o analisador de

particulas por difracdo a laser LS 13320 (Beckman Coulter, Califérnia, EUA), equipado com
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modulo de dispersdo em meio aquoso. As amostras foram adicionadas lentamente e diretamente
ao reservatorio do equipamento até atingir uma obscurescéncia entre 1% e 3%. Para o célculo
dos resultados, foram adotados indices de refragdo de 1,332 para o dispersante (agua) e 1,57
para as micelas de caseina. A aquisi¢ao dos dados foi realizada utilizando o software Beckman
Coulter, versao 5.03. Os resultados foram expressos como Dv90, correspondente ao didmetro
hidrodindmico abaixo do qual se encontram 90% das particulas da distribui¢do. As analises

foram realizadas em duplicata, a temperatura ambiente.

3.2.4 Analises Espectroscopicas

A partir do leite em p6 de baixo tratamento térmico (low heat), reidratado para 9% de
solidos, foram separadas 5 amostras: leite sem adi¢ao dos sais, leite com adi¢do de monofosfato,
difosfato e trifosfato de sdédio, todos adicionados na concentragdo de 0,1 g/ 100 mL expressas
em P>0s e adicao de citrato de so6dio na concentracdo de 0,1 g/ 100 mL. Ambas as amostras
passaram pelo processo de liofilizagao, para posteriores analises Raman, RMNES do nucleo de

31P e quimiométricas. Nesta parte do trabalho o leite ndo passou por tratamento térmico.

3.2.4.1 Espectroscopia Raman
As anadlises dos leites foram registradas em instrumento FT-Raman Bruker MultiRAM,

com laser Nd:YAG operando a 1064 nm, com resolucio espectral de 4 cm™!, com faixa espectral

de 4000 a 50 cm™!, poténcia de laser de 500 mW e 512 scans.

3.2.4.2 Espectroscopia no infravermelho
As amostras foram analisadas em um espectrometro FTIR Bruker Vertex 70v, equipado

com acessorio de refletincia total atenuada (ATR) de diamante. Os espectros foram registrados

de 4000 a 400 cm™!' com 256 scans, a uma resoluciio de 4 cm™'.

3.2.4.3 Ressondncia magnética nuclear de solidos

As misturas passaram pelo processo de liofilizagdo através do liofizador FreeZone 2,5

Litros Sistema de liofilizagdo de bancada com PTFE -coletor revestido, e apds esse processo
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foram analisadas pelo espectrometro interferométrico Bruker Avance 111 HD 300 equipado com
acessorio pneumatico para analises de amostras sélidas e sonda de 4 mm multinuclear de dois
canais (instalada), com canal multinuclear para observacio de niicleos de *!P. Os resultados
dessa medida tém como objetivo mostrar como os atomos de fosforo estdo ligados e como as

ligacdes se modificam com a adig¢@o de estabilizantes no processo de liofilizagao.

3.2.5 Anailise Estatistica e Modelagem

Uma analise de variancia de uma via (ANOVA) com comparagdes multiplas de Tukey
foi aplicada aos dados para determinar diferencas significativas (p < 0,05) entre os diferentes
experimentos. O delineamento experimental, a analise de dados, os graficos de contorno, € a
otimizagdo simultanea das varidveis de resposta foram realizados utilizando o software
Minitab® 19 (Minitab Inc., State College, PA, EUA). O nivel de confianca utilizado foi de a =
0,05. Todas as andlises estatisticas consideraram medigdes analiticas em duplicata obtidas de

duas amostras preparadas de forma independente (Lima et al., 2024).

3.2.6 Modelagem de Regressao para Otimizacao

A analise de regressdo para misturas foi aplicada aos dados com o objetivo de determinar
os coeficientes estimados e a significancia dos termos do modelo, além do teste F e do
coeficiente de determinacio R2. Os resultados foram ajustados a diferentes modelos de
regressdo para misturas, em ordem crescente de complexidade: linear, quadratico, ctbico
especial e quartico especial. A adequagao dos modelos foi avaliada considerando a significancia
global, a falta de ajuste e o valor de R? ajustado, que expressa a propor¢io da variagdo nas
respostas explicada pelo modelo, corrigida pelo niimero de termos. Quando necessério, os
modelos foram reduzidos, preservando apenas os termos significativos (Hasan; Hussain, 2022).

Os modelos testados para quatro componentes podem ser expressos de forma geral como:

e Linear:

Y = IB]_X:[ + ﬂzXz + ﬂ3X3 + 34X4 Equag:ﬁo 7



45

e Quadratico:
Y = B1X1 + B2Xy + B3X3 + PaXy + P12X1 Xy + B13X1 X5 + L1aX1 Xy + P23 X2 X3 +
P24X2X4 + P34X3X,  Equagdo 8

e (Cubico especial:
Y = B1 X1 + B2Xy + B3X3 + PaXy + B12X1Xy + B13X1 X5 + [14X1 Xy + P23 X2 X5 +
L24X2X4 + P3aX3Xy + B123X1X2X3 + 124 X1 X2 Xy + P134X1X3Xs + B234X,X3X, Equagido 9

e Quartico especial:
Y = B X1+ B2Xy + B3X3 + PaXy + B12X1X5 + B13X1 X5 + f14X1 Xy + P23 X2 X5 +
P24 X2Xs + P34 X3Xs + P123X1X2X3 + B124X1X2Xs + B134X1X3Xs + B34 X2 X3X, +
B1234X1X2X3X, Equagdo 10

onde Ycorresponde a resposta predita; [5; representa os efeitos lineares dos componentes
(citrato, monofosfato, difosfato e trifosfato de sodio); f;; os efeitos de interagdo binaria; f; jx
os efeitos de interag@o ternaria; e 8234 a interagdo de quatro vias entre os sais. Apos a obtengao
das equacdes ajustadas, graficos de contorno foram gerados para visualizar a influéncia das

proporcdes dos sais quelantes sobre cada varidvel de resposta.

3.3 RESULTADOS

Nesta secdo sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos para as andlises fisico-
quimicas realizadas nas amostras, visando avaliar o efeito das diferentes combinacdes de sais

quelantes sobre a estabilidade coloidal do leite.

3.3.1 Planejamento de misturas

Considerando o leite controle, sem a adi¢do de sais quelantes (SM), como referéncia, a
Tabela 4 apresenta os valores médios das andlises fisico-quimicas realizadas antes e apds o
tratamento térmico (TT), permitindo avaliar o efeito do processamento sobre as propriedades

do leite.
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Tabela 4 — Dados fisico-quimicos para leites controle sem adi¢do de sais quelantes (SM),

antes e depois do tratamento térmico (TT)

Analise Antes TT Depois TT
pH 6,70 £ 0,06 6,60 + 0,06
Ca?" (mmol L) 1,0+0,1 0,8 +0,1
Ca* em pH =4 (mmol L) 17+3 16+3
Dv90 (um) 0,221 + 0,004 0,239 + 0,007
HCT (min) 285 11+£2

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

A Tabela 5 retne os resultados das andlises fisico-quimicas obtidos para os 19

experimentos do planejamento de misturas antes do tratamento térmico, enquanto a Tabela 6

apresenta os resultados correspondentes apds o tratamento térmico. Esses dados permitiram

avaliar a influéncia das diferentes combinag¢des de citrato de sédio, monofosfato, difosfato e

trifosfato sobre as propriedades fisico-quimicas do leite.

Tabela 5 — Andlises fisico-quimicas das amostras de leite com adi¢do de sais quelantes

Ca®" pH=4
N° exp pH Ca?" (mmol L) Dv90 (um) HCT (min)
(mmol L)
1 6,74 + 0,02 0,55+ 0,02 9,4+0,1 0,2185+0,002 11,08 £0,08
2 6,44 + 0,02 1,15+0,1 14+2 0,218 £ 0,002 29+1
3 6,33 £0,01 0,46 £ 0,02 16,0+ 0,9 0,2260 £ 0,0001 3,0+0,2
4 6,88 £ 0,01 0,22 £0,01 11,5+0,7 0,220 + 0,003 4,8+ 04
5 6,54+ 0,01 0,83 + 0,00 22,2+0,4 0,224 + 0,003 12+2
6 6,53+ 0,01 0,44 + 0,01 13,4+0,4 0,230 £+ 0,002 10,7+ 0,8
7 6,81 £0,01 0,45+ 0,04 15+2 0,2230 + 0,002 12+3
8 6,58 £0,01 0,67 £0,07 13+£2 0,2230 = 0,0001 11+£3
9 6,92 £ 0,04 0,47 £0,03 13,4+0,3 0,215+ 0,002 17+3
10 6,58 £0,01 0,22 £0,01 10,0+ 0,7 0,2225+0,0007 3,47 +0,05
11 6,70 £ 0,01 0,68 £0,01 17,4+ 0,4 0,227 £ 0,003 10+3
12 6,65 +0,01 0,54 £ 0,00 15,0+ 0,2 0,222 +£ 0,003 12+1
13 6,72 £ 0,01 0,67 £0,03 12+1 0,217 £ 0,003 12+2
14 6,57 £ 0,00 0,41 +£0,01 9,1+£04 0,233 £ 0,003 3,0+0,1



15
16
17
18
19

6,66 + 0,04
6,59 + 0,01
6,42 + 0,01
6,47 0,03
6,60 = 0,01

0,53 + 0,04
0,51 +£0,02
0,65+ 0,02
0,57+ 0,03
0,54 + 0,02

10,9+ 0,4
12+2
13+£2
12+1
11+1

0,223 + 0,003
0,229 + 0,003

0,2260 + 0,0001

0,223 + 0,006
0,223 + 0,006

47

8+1
8,1+£0,8
12,4+0,9
6,28 +£0,03
6,64 + 0,03

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Tabela 6 — Andlises fisico-quimicas das amostras de leite com adi¢do de sais quelantes e

tratamento térmico.

Ca®" pH=4
N° exp pH Ca?" (mmol L) Dv90 (um) HCT (min)
(mmol L)

1 6,67 0,01 0,48 £ 0,01 12+2 0,245 + 0,003 9,7+0,5
2 6,37+ 0,03 0,70 £ 0,02 14,1 £0,8 0,245 + 0,003 24 £ 1
3 6,38 + 0,04 0,52 £ 0,04 14+1 0,2565 + 00,0007 8+1
4 6,58 = 0,01 0,28 £0,01 7,3+£0,1 0,247 £ 0,008 7+2
5 6,53+ 0,03 0,66 + 0,02 21,1 £0,7 0,244 £+ 0,006 11,5+0,6
6 6,50+ 0,01 0,42+ 0,01 15,0+0,4 0,260 = 0,008 11,3+0,6
7 6,81 + 0,05 0,28 £0,01 11,9+0,9 0,247 £ 0,003 8,7+0,3
8 6,57+ 0,01 0,60 + 0,07 14,8 £0,4 0,248 £ 0,002 7,7+0,3
9 6,76 = 0,01 0,39 £ 0,05 13,4+0,9 0,249 + 0,005 37,5+0,1
10 6,50+ 0,01 0,24 + 0,01 11,7+0,6 0,24 + 0,01 49+0,7
11 6,48 + 0,04 0,50+ 0,04 18+ 1 0,240 £+ 0,006 6,5+04
12 6,66 + 0,01 0,41 £0,03 15,7+ 0,4 0,269 + 0,003 7,7+0,2
13 6,59 + 0,01 0,50 £ 0,01 12,4 +0,4 0,25 +0,03 7+1
14 6,51+ 0,03 0,26 = 0,02 10,1 £0,8 0,233 +£0,001 1,9+0,3
15 6,60 + 0,02 0,40+ 0,01 11,6 £0,8 0,25+ 0,03 7+1
16 6,56 + 0,02 0,40 £ 0,01 12,4 £ 0,8 0,275 £ 0,003 7+1
17 6,37+ 0,01 0,47 £ 0,01 13,7+0,3 0,257 £ 0,003 9+2
18 6,40 £ 0,03 0,64 £ 0,06 12,8 £0,2 0,239 £ 0,007 5,9+0,1
19 6,59 + 0,02 0,47 £0,03 10,2 +0,6 0,279 £ 0,002 6,1 £0,2

Fonte: Elaborado pela autora (2026).
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As andlises estatisticas foram realizadas utilizando apenas os dados obtidos apos o
tratamento térmico, uma vez que o objetivo principal deste estudo foi investigar a estabilidade
coloidal do leite submetido ao aquecimento.

A metodologia de superficie de resposta (Response Surface Methodology - RSM) foi
empregada para avaliar a influéncia das diferentes combinacdes de sais quelantes sobre cada
variavel de resposta e identificar as regides experimentais associadas aos melhores resultados.
Para isso, os dados foram ajustados por modelos de regressdao polinomial, cuja adequagao foi
avaliada por analise de varidncia (ANOVA). Para cada variavel, foi selecionado o modelo que
apresentou o melhor ajuste aos dados experimentais.

A Tabela 7 apresenta os modelos selecionados, juntamente com os valores do teste F,

coeficiente de determinacdo (R?) e nivel de significancia.

Tabela 7 — Ajuste do modelo para cada varidvel de resposta e os dados estatisticos obtidos ao

aplicar a ANOVA dos modelos selecionados.

Variavel
Modelo Teste-F R? p-valor
resposta
pH Quadratico 3,56 78,08% 0,036
Calcio i6nico Linear 5,74 53,46% 0,008
Calcio i6nico
Cubico 7,15 94,90% 0,020
empH=4
Tamanho de .
Quartico 0,63 83,41% 0,766
particula
HCT Cubico 9,50 96,11% 0,011

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

A andlise estatistica indicou que os modelos ajustados para pH, calcio i6nico, célcio
ionico em pH = 4,0 e HCT apresentaram ajuste estatisticamente significativo (p < 0,05),
indicando que as combinacdes de sais exerceram influéncia sobre essas variaveis. Os
coeficientes de determinacdo (R?) variaram entre 53,46% e 96,11%, indicando que os modelos
explicaram grande parte da variabilidade observada. O modelo cuibico especial apresentou o
melhor desempenho para as respostas de calcio i6nico em pH = 4,0 ¢ HCT, explicando a maior

parte da variabilidade experimental. Em contrapartida, nenhum dos modelos avaliados
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descreveu adequadamente os resultados de tamanho de particula, cujo modelo quartico especial
apresentou auséncia de significancia estatistica (p = 0,766).

Com o objetivo de facilitar a interpretacdo dos resultados do planejamento de misturas
com quatro componentes, optou-se por representar os modelos por meio de graficos ternarios,
nos quais cada grafico corresponde a uma combinacdo de trés dos quatro sais avaliados. A

seguir, cada variavel de resposta ¢ discutida individualmente.

3.3.1.1 pH

O pH médio do leite controle foi de 6,70 antes do tratamento térmico e de 6,60 apos o
aquecimento, indicando uma pequena reducdo provocada pelo processamento, tabela 4. A
Figura 2 apresenta a distribui¢do dos valores de pH obtidos antes (Figura 2A) e apos (Figura
2B) o tratamento térmico para as diferentes combinagdes de sais quelantes.

As misturas contendo maiores propor¢des de monofosfato e difosfato apresentaram os
menores valores de pH, enquanto aquelas com maiores propor¢des de citrato de sodio e/ou
trifosfato resultaram nos maiores valores. Esse comportamento foi observado tanto antes quanto
apoés o tratamento térmico.

Entre as regides avaliadas, as misturas representadas no diagrama ternario II (citrato,
monofosfato e trifosfato) apresentaram valores de pH mais préximos aos do leite controle.
Comportamento semelhante foi observado nas combinagdes entre citrato, difosfato e trifosfato
(diagrama III) e entre os trés fosfatos (diagrama IV). Como alteracdes acentuadas no pH podem
modificar o equilibrio mineral do leite e comprometer sua estabilidade coloidal, essas regides
foram consideradas as mais adequadas.

No diagrama 1II, a regido correspondente a 33% a 100% de trifosfato, 0 a 12,5% de
monofosfato e 0 a 25% ou 90 a 100% de citrato apresentou valores de pH mais préximos ao do

leite controle, sendo considerada a regido de maior interesse para essa variavel.
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Figura 3 — Gréaficos de contorno para pH dos leites com adi¢@o de sais quelantes (A) leites

com adi¢do de sais quelantes e tratamento térmico (B)

(A) Cit Cit (B) Cit

1 1 1

[} < 64
W 64- 65
1 0 1 1 1 65 - 6,6 1 1 1 0
MonoP DiP  MonoP TriP 66 - 67 MonoP DiP  MonoP TriP
: W 67- 68
Cit =] > 68 MonoP

III

o

Dip TriP DiP TriP

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Considerando misturas constituidas por um terco de cada componente, os diagramas
ternarios II (citrato, monofosfato e trifosfato), III (citrato, difosfato e trifosfato) e IV
(monofosfato, difosfato e trifosfato) apresentaram valores de pH entre 6,5 e 6,6, proximos aos
observados para o leite controle. Em contrapartida, o diagrama I (citrato, monofosfato e
difosfato) apresentou os menores valores de pH, entre 6,4 € 6,5.

As diferencgas observadas entre as misturas podem ser explicadas pelas caracteristicas
quimicas dos sais utilizados. O citrato de sddio, derivado do acido citrico, pode promover
alteracdes no pH devido as suas propriedades dcido-base e a capacidade de quelar ions Ca®",
modificando o equilibrio mineral do leite. Entre os fosfatos de sodio, o trifosfato de sédio
(NasP3010), constituido por trés unidades de fosfato condensadas, apresenta carater mais
alcalino e tende a promover uma elevagao mais pronunciada do pH (Tsioulpas et al., 2010). Em
contrapartida, o monofosfato de sodio (NaH2POs), constituido por uma unidade de fosfato, e o
difosfato de sdédio (Na;H:P»07), constituido por duas unidades de fosfato condensadas,
apresentam comportamento acido-base distinto e podem contribuir para a redu¢do do pH do
leite (Gao et al., 2011). Assim, o pH final do leite resulta da combinagdo entre as propriedades
acido-base desses sais, o grau de condensagdo das espécies fosfatadas, sua capacidade de quelar

ou complexar fons Ca?" e suas interagdes com o sistema tamponante do leite (Gao et al., 2011).
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3.3.1.2 Calcio Ionico

O leite controle apresentou concentragio média de célcio idnico de 1,0 mmol L! antes
do tratamento térmico e de 0,8 mmol L' apds o aquecimento. A Figura 3 apresenta a
distribui¢do dos valores de calcio idnico obtidos antes (Figura 3A) e apos (Figura 3B) o
tratamento térmico para as diferentes combinagdes de sais quelantes.

Em todas as misturas avaliadas, a concentragao de calcio i0nico foi inferior a observada
para o leite controle, indicando que todos os sais apresentaram capacidade de quelar Ca?*. Entre
eles, o trifosfato de sddio foi o mais eficiente, promovendo as menores concentragdes de célcio
livre tanto antes quanto apos o tratamento térmico. As maiores concentragdes de célcio idnico
foram observadas nas misturas contendo maiores propor¢cdes de monofosfato e citrato,
representadas principalmente nos diagramas ternarios I e III, além da regidao do diagrama IV
com maior propor¢do de monofosfato. Em contrapartida, as menores concentragdes ocorreram
nas misturas contendo trifosfato de sddio, observadas nos diagramas II, III e I'V. Nessas regides,
0 aumento da propor¢ao de trifosfato promoveu uma redugdo mais acentuada da concentracao
de célcio livre, indicando maior eficiéncia desse sal no sequestro de Ca>". A medida que sua

propor¢ao diminuia, esse efeito tornava-se menos intenso.

Figura 4 — Graficos de contorno para célcio i6nico em mmol L' dos leites com adigdo de sais

quelantes (A) e leites com adi¢@o de sais quelantes e tratamento térmico (B)

(B) Cit

1

(A) Cit

1

I I

B < 0,25
1 1 M 025 - 040
; ; 040 - 0,55 » :
MonoP DiP  MonoP TriP M 055 - 070 MonoP DiP MonoP TriP
MonoP [ ] > 0,70 MonoP
1
I 11 v
0 0 0 0 0 0
1 [ 1 1 0 1 1 0 1
DiP TriP DiP TriP DiP TriP DiP TriP

Fonte: Elaborado pela autora (2026).
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Considerando misturas constituidas por um ter¢o de cada componente, o diagrama
ternario I (citrato, monofosfato e difosfato) apresentou concentragdes de célcio idnico entre
0,40 e 0,55 mmol L!. J4 os diagramas terndrios II (citrato, monofosfato e trifosfato), 11 (citrato,
difosfato e trifosfato) e IV (monofosfato, difosfato e trifosfato) apresentaram as menores
concentragdes de calcio livre, entre 0,25 e 0,40 mmol L.

A redugdo da concentragdo de célcio i6nico pode ser explicada pela capacidade dos sais
quelantes de formar complexos soliveis com Ca?*, diminuindo sua concentragio livre na fase
aquosa do leite. Embora todos os sais avaliados apresentem essa capacidade, o efeito foi mais
pronunciado para o trifosfato de sodio, resultado que esta de acordo com o comportamento
observado nos graficos de contorno e com a literatura (Gao et al., 2011).

Além da acdo dos agentes quelantes, a diminui¢cdo da concentracao de calcio soltvel
apos o tratamento térmico também ¢é esperada. Durante o aquecimento, parte do calcio soluvel
migra para a fase coloidal, favorecendo a precipitacdo do fosfato tricalcico devido a menor

solubilidade desse composto em temperaturas elevadas (LEWIS, 2011).

3.3.1.3 Cdlcio Ionico em pH = 4

Com o objetivo de avaliar a influéncia dos sais quelantes sobre a distribui¢cao do célcio
entre as fases solivel e coloidal, as amostras foram acidificadas at¢ pH = 4 antes da
determinagdo do calcio. Nessa condigdo, proéxima ao ponto isoelétrico das caseinas, ocorre a
solubilizacdo do fosfato de calcio coloidal, permitindo determinar o calcio que anteriormente
estava associado as micelas de caseina.

O leite controle apresentou concentracio média de calcio de 17 mmol L' antes do
tratamento térmico e de 16 mmol L apés o aquecimento. A Figura 4 apresenta os graficos de
contorno obtidos para essa variavel antes (Figura 4A) e apds (Figura 4B) o tratamento térmico.

As tendéncias observadas antes e apds o tratamento térmico foram semelhantes.
Diferentemente do calcio idnico, nessa analise foram observadas misturas que apresentaram
concentragdes tanto inferiores quanto superiores as do leite controle. Novamente, as misturas
contendo trifosfato de sddio apresentaram as menores concentragdes de calcio, principalmente
nos diagramas terndrios II, I1I e IV, indicando maior capacidade desse sal em alterar o equilibrio
do cdlcio no sistema. Em contrapartida, as misturas contendo maiores propor¢des de

monofosfato e citrato apresentaram as maiores concentragdes.
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Figura 5 — Gréaficos de contorno para célcio iénico em pH = 4 em mmol L' dos leites com
adicdo de sais quelantes (A) e leites com adicdo de sais quelantes e tratamento térmico (B)
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I II

1 13- 16 MonoP
16 - 19
19 - 22

III

DiP TriP

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Considerando misturas constituidas por um ter¢o de cada componente, o diagrama I
(citrato, monofosfato e difosfato) apresentou concentragdes entre 16 ¢ 19 mmol L. No
diagrama II (citrato, monofosfato e trifosfato), os valores variaram entre 13 ¢ 16 mmol L,
enquanto os diagramas III (citrato, difosfato e trifosfato) e IV (monofosfato, difosfato e

trifosfato) apresentaram as menores concentragdes, entre 10 e 13 mmol L.

3.3.1.4 Distribuicdo no Tamanho de Particula

O tamanho médio das particulas, expresso por Dv90, foi de 0,221 pm para o leite
controle antes do tratamento térmico e de 0,239 um ap6s o aquecimento. A Figura 5 apresenta
os graficos de contorno obtidos antes (Figura SA) e apos (Figura 5B) o tratamento térmico para
as diferentes combinagdes de sais quelantes.

Antes do tratamento térmico, a adi¢do dos sais quelantes ndo promoveu alteragoes
expressivas no tamanho das particulas. Apds o aquecimento, observou-se um pequeno aumento
dos valores de Dv90 em relagdo ao leite controle. Porém, as diferentes combinacdes de sais
apresentaram comportamento semelhante, indicando que a variagao na propor¢ao dos quelantes

exerceu pouca influéncia sobre essa resposta.
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Figura 6 — Graficos de contorno para tamanho de particula dos leites em um com adigao de

sais quelantes (A) e leites com adi¢@o de sais quelantes e tratamento térmico (B)
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Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Considerando os diagramas ternarios correspondentes as misturas constituidas por um
ter¢o de cada componente, os valores obtidos apds o tratamento térmico variaram entre 0,245
e 0,265 um. Esses resultados indicam que a distribuicdo do tamanho das particulas permaneceu
praticamente constante, independentemente da combinagao de sais utilizada.

O discreto aumento observado apds o tratamento térmico pode ser atribuido as
alteragdes estruturais promovidas pelo aquecimento, que modificam o equilibrio salino do leite
e favorecem a interacdo entre proteinas do soro desnaturadas e as micelas de caseina, resultando
em um pequeno aumento do tamanho hidrodinamico das particulas (Nieuwenhuijse; Huppertz,
2022). Além disso, Tsioulpas et al. (2010) observaram que a esterilizacdo promove aumento no
tamanho das micelas de caseina, enquanto a adi¢ao de citrato e diferentes fosfatos exerce efeito
limitado sobre esse pardmetro, comportamento semelhante ao observado neste estudo.

Esses resultados corroboram a andlise estatistica apresentada anteriormente, na qual o
modelo ajustado para o tamanho de particula nao foi significativo (p > 0,05), indicando que,
nas condi¢des avaliadas, a variagdo na proporcao dos sais quelantes ndo exerceu influéncia

significativa sobre a distribui¢do do tamanho das particulas.
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3.3.1.5 Heat coagulation time (HCT)

O tempo médio de coagulagdo térmica (HCT) do leite controle foi de 28 minutos antes
do tratamento térmico e de 11 minutos apds o aquecimento, tabela 4. A Figura 6 apresenta os
graficos de contorno obtidos antes (Figura 6A) e apds (Figura 6B) o tratamento térmico para as
diferentes combinagdes de sais quelantes.

Antes e apos o tratamento térmico, foi observado comportamento semelhante entre as
misturas avaliadas. De modo geral, o aumento da propor¢do de monofosfato promoveu maiores
tempos de coagulacdo, indicando maior estabilidade térmica do leite. Em contrapartida, as
misturas contendo maiores propor¢oes de difosfato e trifosfato apresentaram menores tempos
de coagulacao.

Considerando apenas as amostras submetidas ao tratamento térmico, as maiores
respostas de HCT (entre 21 e 24 minutos) foram obtidas nas misturas contendo monofosfato e
trifosfato, representadas nos diagramas terndrios II e IV. J& as menores respostas (entre 3 e 9
minutos) foram observadas nas misturas contendo citrato, difosfato e trifosfato, representadas

principalmente no diagrama III.

Figura 7 — Gréficos de contorno para heat coagulation time (HCT) em minutos dos leites com

adicao de sais quelantes (A) e leites com adig¢ao de sais quelantes e tratamento térmico (B)
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Fonte: Elaborado pela autora (2026).



56

Considerando misturas constituidas por um ter¢o de cada componente, os diagramas
ternarios I (citrato, monofosfato e difosfato) e III (citrato, difosfato e trifosfato) apresentaram
tempos de coagulacdo entre 3 ¢ 9 minutos. No diagrama II (citrato, monofosfato e trifosfato),
os valores variaram entre 12 ¢ 15 minutos, enquanto no diagrama IV (monofosfato, difosfato e
trifosfato) os tempos ficaram entre 9 e 12 minutos. Entre as misturas ternarias avaliadas, o
diagrama II apresentou os maiores tempos de coagulagdo e, consequentemente, a maior
estabilidade térmica.

A estabilidade térmica do leite estd diretamente relacionada ao equilibrio mineral do
sistema. A distribuicdo do célcio entre as fases solivel e coloidal ¢ um dos principais fatores
responsaveis por esse equilibrio. Durante o aquecimento, ocorrem alteragcdes na estrutura das
micelas de caseina, acompanhadas da desnaturagdo das proteinas do soro, que passam a
interagir com a superficie micelar. Essas modificacdes favorecem a agregacao das proteinas e,
consequentemente, a coagulacdo do leite (Ahmadi; Huppertz; Vasiljevic, 2024; Horne, 2010;
Nieuwenhuijse; Huppertz, 2022; Wu; Chen; Van der Meeren, 2024).

Os resultados obtidos indicam que a presenca de monofosfato contribuiu para aumentar
o tempo de coagulagdo térmica, enquanto as misturas contendo maiores proporgdes de trifosfato
apresentaram menor HCT, mesmo apresentando as menores concentragdes de calcio ionico.
Esses resultados mostram que a estabilidade térmica do leite ndo depende exclusivamente da
concentracgdo de calcio livre, mas do equilibrio entre o pH, a distribui¢do mineral e as interagdes

entre as proteinas durante o aquecimento (Wang & Ma, 2020).

3.3.2 Otimizacio de multiplos parametros

Antes da etapa de otimizacao, foi realizada uma analise de correlacao de Pearson entre
os parametros fisico-quimicos obtidos ap6s o tratamento térmico. Como o objetivo do estudo
foi avaliar a estabilidade térmica do leite, a andlise foi realizada apenas com os resultados
obtidos apos o tratamento térmico. A partir dessa etapa, foi possivel identificar quais variaveis
estavam relacionadas entre si e definir quais seriam utilizadas na otimizagdo. Os coeficientes

de correlagdo estatisticamente significativos sdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 — Andlise de correlagdo de Pearson entre as varidveis testadas que foram

significativas, para o leite com adi¢do de sais e tratamento térmico

Variavel 1 Variavel 2 Correlagao (1) p-valor




57

Ca?" pH -0,457 0,049
Ca*" em pH=4 Ca*" 0,588 0,008

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

A andlise mostrou uma correlagdo negativa moderada entre a concentragdo de calcio
ionico e o pH (r = -0,457; p = 0,049), indicando que amostras com maiores concentragdes de
calcio i6nico tenderam a apresentar menores valores de pH. Também foi observada uma
correlacdo positiva moderada entre o célcio determinado em pH =4 e o célcio idnico (r = 0,588;
p = 0,008), indicando que amostras com maiores concentracdes de calcio idnico também
apresentaram maiores concentracoes de célcio apos a acidificagao.

Como o célcio determinado em pH = 4 apresentou correlagdo com o calcio i6nico,
optou-se por utilizar apenas o pH e o calcio i6nico na etapa de otimizac¢do. Dessa forma, foi
possivel reduzir o numero de variaveis avaliadas sem perder informac¢des importantes sobre o
comportamento do sistema.

Com base nesses resultados, foram definidos os critérios utilizados na otimizacao. O
objetivo foi obter valores de pH e célcio idnico proximos aos estabelecidos como desejaveis

para o leite apds o tratamento térmico, conforme apresentado na Tabela 9.

Tabela 9 — Valores previstos e experimentais para parametros de otimiza¢do da mistura de sais

quelantes
Variavel de resposta o ‘ '
_ Objetivo Inferior Alvo Superior
independente
pH Alvo 6,37 6,6 6,81
Ca* Alvo 0,24 0,7 0,8

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

A composi¢do obtida pela otimizacdo foi de 46,46% de citrato de sédio, 37,57% de
monofosfato de sodio e 15,97% de trifosfato de sddio. Essa composigao foi calculada a partir
dos critérios definidos para pH e cédlcio i6nico e, posteriormente, utilizada na etapa de validagao
experimental. Para verificar a capacidade preditiva da otimizacdo, a mistura foi preparada
experimentalmente e os valores obtidos foram comparados com aqueles previstos, permitindo

verificar se os resultados experimentais estavam de acordo com os valores calculados.
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3.3.3 Verificacao de Modelos Preditivos

Apos a definicdo da composicao otimizada pelo modelo de mistura, descrita no tdpico
anterior, a combinacao de sais foi preparada experimentalmente para a etapa de validagao. O
modelo previu valores de pH de 6,60 e concentracdo de célcio idnico de 0,50 mmol L', com
desejabilidades individuais de 0,999 e 0,573, respectivamente, resultando em uma
desejabilidade composta de 0,756, Esse indice utilizado na etapa de otimizagdo para indica o
quanto uma determinada condi¢do atende aos critérios definidos para cada variavel de resposta.

Os valores obtidos experimentalmente foram de pH 6,58 e concentragio de calcio i6nico
de 0,46 mmol L, ambos muito préximos aos previstos pelo modelo. O erro relativo entre os
valores previstos e experimentais foi inferior a 5%, mostrando que os resultados obtidos ficaram
muito proximos daqueles previstos pela otimizagdo. Esses resultados mostram que o modelo
foi capaz de representar o comportamento das variaveis avaliadas para a composicao proposta.

Durante a validagao também foi observado que a adi¢ao dos sais seguida do tratamento
térmico ndo provocou alteracao na coloragdo do leite, diferente do observado em algumas das
formulacdes avaliadas durante o planejamento experimental.

Neste estudo, a desejabilidade obtida para o calcio ionico foi inferior a observada para
o pH, indicando que essa varidvel ficou mais distante do valor estabelecido como alvo na
otimizagdo. Ainda assim, a desejabilidade composta de 0,756 mostra que a composi¢iao
proposta atendeu de forma satisfatdria aos critérios definidos para ambas as varidveis. Dessa
forma, o modelo apresentou desempenho satisfatdrio para prever o comportamento do sistema
nas condigOes avaliadas.

Os resultados obtidos mostram que a variagdo nas propor¢des de citrato de sodio,
monofosfato, difosfato e trifosfato modifica a distribuicdo mineral do leite desnatado e
influencia seu comportamento durante o tratamento térmico. As diferencas observadas para pH,
calcio i6nico e tempo de coagulacdo ndo dependeram apenas da presenga de cada sal
individualmente, mas também das propor¢cdes em que esses sais foram combinados. A
composi¢do otimizada, formada por 46,46% de citrato de sodio, 37,57% de monofosfato de
sodio e 15,97% de trifosfato de sddio, apresentou resultados experimentais proximos aos
valores previstos, demostrando que o modelo foi capaz de prever adequadamente os resultados
obtidos.

Embora este estudo tenha sido realizado em condi¢des laboratoriais controladas € nao
represente condi¢des de processamento industrial, os resultados mostram que o ajuste das

proporcdes dos sais quelantes pode ser utilizado para modificar a distribui¢ao mineral do leite



59

e sua estabilidade durante o tratamento térmico. Essas informagdes contribuem para a
compreensdo dos mecanismos envolvidos na estabilidade coloidal do leite e podem auxiliar no

desenvolvimento de formulagdes destinadas ao processamento térmico em escala industrial.

3.3.4 Liofilizacao de leite contendo sais quelantes

Assim como nos topicos anteriores, nesta se¢do sao discutidos os resultados obtidos para
o leite liofilizado. Conforme descrito na Sec¢ao 3.2.4, foram produzidas amostras de leite em po
com adicdo de sais quelantes, as quais foram caracterizadas por espectroscopia Raman e
ressonancia magnética nuclear de estado s6lido (RMNES), além de serem avaliadas por analise
de componentes principais (PCA). A Figura 7 apresenta os espectros Raman do leite em p6 sem
adicao de sais (LP) e das amostras suplementadas com monofosfato, difosfato, trifosfato e

citrato de sdédio (MonoP, DiP, TriP e Cit, respectivamente).

Figura 8 — Espectros Raman para o leite em pd sem e com adi¢do de sais quelantes, com laser

em 1064 nm

—LP
—— MonoP
—— DiP
—— TriP
—— Cit

Intensidade Raman

v 1 v 1 v 1 v 1 o 1 v 1
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda/cm™

LP leite em p6 puro, MonoP leite em pd + monofosfato de sodio, DiP leite em pd + difosfato de sddio, TriP leite
em po + trifosfato de sodio.

Fonte: Elaborado pela autora (2026).
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Na tabela 10 tabela temos a tentativa de atribuicao das bandas do leite em p6 (Almeida
etal., 2011).

Tabela 10 — Tentativa de atribui¢do das bandas Raman para o leite em po, com laser em

1064 nm
Numero de onda / cm’! Atribuigdo
3283 v(O-H) da 4gua
3061 v(=C—H) aromaético ou olefinico de Proteinas (aminoacidos) /
Lipidios insaturados
2924 grupos CH»> e CH3 de Lipidios e Proteinas
1666 Amida I (v(C = O) peptidico) e v(C = C)
1586 v(C=C)
1455 O(CHy) de proteinas e gorduras
1340 0(C-H) de Proteinas / Carboidratos
1118 v(C-0) + v (C-C) + 6(C-O-H) de lactose
1080 v(C-0) + v(C-C) + 6(C-O-H) de lactose
1004 Respiracdo anel (fenilalanina)
946 v(C-O-C) + v (C-0) + & (C-O-H) de lactose

v estiramento; 6 deformagao;

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Para uma andlise complementar foi utilizada a técnica de ressonancia magnética nuclear

do estado solido (RMNES) do niicleo de 3'P, os espectros encontram-se na Figura 8.
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Figura 9 — Espectros RMNES *!P para o leite em po e para os leites com adi¢do de mono-, di-,

trifosfato e citrato de sodio, liofilizados

Intensidade

pPmM
Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Podemos observar que no leite em p6 sem adi¢do de sais, hd a presenca apenas de uma
banda em 2,7 ppm, que é referente ao fosforo de monofosfato, ou seja, espécies Q°, que
correspondem a fosforos terminais, a mesma banda aparece para os espectros de leite em po
com adi¢do de monofosfato de sodio, 2,4 ppm, e citrato, 2,02 ppm, que aparecem levemente
deslocadas e com larguras pouco diferenciadas. Para as amostras de leite em p6 com adi¢do de
difosfato e trifosfato de sddio, notamos que ha duas bandas, para difosfato 1,61 e -5,31 ppm,
que possui espécies Q° e Q! e para trifosfato, 2,54 € -4,99 ppm, que possui as mesmas espécies
de fosfato (Casas et al., 2010).

Para separagdo das amostras de leite em p6 foi feita uma andlise de componentes
principais (PCA) dos espectros Raman, Figura 9. Com a PCA foi possivel a separagao do leite
em po e dos leites em pd com adi¢do dos sais quelantes. No primeiro quadrante, se encontra o
leite em p6 com adi¢do de monofosfato, no segundo quadrante leites em pd com adig¢do de di-
e trifosfatos proximos e o leite em po6 e leite em p6 com adigdo de citrato no quarto quadrante,

indicando que houve uma separacdo das amostras.
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Figura 10 — (a) Scores da PCA dos espectros do leite em po, e do leite em p6 com adi¢do de

mono-, di-, trifosfato e citrato de sddio, (b) loadings
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Fonte: Elaborado pela autora (2026).

A anadlise por espectroscopia Raman combinada com a PCA mostrou diferencas entre o
leite em pd sem e com sais quelantes. A distribui¢ao dos escores das amostras em relagdo aos
dois primeiros componentes principais (PCl e PC2), que explicam juntos 76,65% da
variabilidade total dos dados (52,13% para o PC1 e 24,52 % para o PC2), onde a parte positiva
da PCI, ¢ composta principalmente por di- e trifosfato. Pelo grafico de pesos em PCI1 vs.
numero de onda os fosfatos sdo semelhantes, a grande diferencia¢do acontece por parte citrato
e do leite em p6 sem adicdo de sais. Entdo, é possivel notar que a regido entre 1000 ¢ 1100 cm”
Iapresenta maior contribui¢io para o comportamento das amostras, essa regidio é caracteristica.
de vibragoes de estiramento C-C e C-O de cadeias alifaticas, tal como de liga¢des P-O, o que
poderia indicar que os sais adicionados ao leite interagiram com a matriz (Almeida et al., 2012;

Huang et al., 2022).
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Além disso, os espectros de RMNES corroboram com essa ideia, uma vez que podemos
notar diferencas entre esses espectros do leite em pd sem adi¢do de sais e os leites com adi¢dao
de sais quelantes. A partir desses resultados podemos inferir que a adi¢do dos sais quelantes
utilizados neste estudo influenciaram a estabilidade do sistema coloidal do leite assim como

suas propriedades fisico-quimicas.

3.4 SINTESE DOS RESULTADOS

Este estudo demonstrou a importancia do sinergismo entre diferentes sais quelantes,
citrato e fosfatos de sodio na estabilidade coloidal do leite. Os resultados indicaram que a
combinacgdo desses sais apresenta melhor desempenho em comparagdo ao uso isolado de cada
componente, especialmente no controle do pH e na disponibilidade de calcio idnico, variaveis
criticas para a estabilidade térmica do sistema. A formulagdo considerada 6tima, determinada
por meio da fun¢do de desejabilidade, correspondeu a 46,46% de citrato de sddio, 37,57% de
monofosfato de sédio e 15,97% de trifosfato de sodio. Essa combinagdo foi validada
experimentalmente, confirmando a capacidade preditiva do modelo matematico e garantindo
resultados consistentes com as respostas previstas. O uso combinado de sais quelantes pode ser
usado como estratégia para aumentar a estabilidade coloidal do leite submetido a tratamentos
térmicos, como o processamento UHT.

A incorporagdo de agentes quelantes ao leite altera suas caracteristicas fisicas, quimicas
e sua resisténcia ao calor. Os resultados de leites com propriedades especificas, como maior
estabilidade térmica e menor concentragdo de célcio livre, sdo determinados pelo tipo e pela
concentracdo do sal utilizado. Os dados obtidos na pesquisa podem ser aplicados na area
industrial, atualizacdo, procedimentos e fabricacdo de itens com caracteristicas especificas

desejadas.
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4 ESTUDO ESPECTROSCOPICO VIBRACIONAL DA GORDURA DO LEITE DE
DIFERENTES ESPECIES ANIMAIS PELO METODO DE FOLCH

Neste capitulo sera discutida a aplicag@o das espectroscopias Raman e no infravermelho,
associadas a quimiometria, para avaliar as diferencas entre as gorduras do leite de vaca, cabra,

ovelha e bufala obtidas pelo método de Folch.

4.1 REFERENCIAL TEORICO

A gordura do leite constitui uma das fragdes mais complexas desse alimento e exerce
influéncia direta sobre suas propriedades nutricionais, fisico-quimicas e sensoriais. Essa fracdo
¢ composta principalmente por triacilglicer6is (TAG), que representam cerca de 98% dos
lipidios totais, além de menores quantidades de diacilglicer6is, monoacilglicerois, acidos
graxos livres, fosfolipidios, esfingolipidios, esterdis e vitaminas lipossoluveis. Embora
presentes em menor propor¢do, esses componentes desempenham fungdes importantes na
estabilidade da emulsdo, na organizacdo dos globulos de gordura e nas caracteristicas
tecnologicas dos produtos lacteos (Gallier et al., 2011; Mendes et al., 2016).

Entre esses constituintes, os fosfolipidios merecem destaque por integrarem a membrana
do globulo de gordura do leite (Milk Fat Globule Membrane - MFGM). Essa membrana ¢
formada principalmente por fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol,
fosfatidilserina e esfingomielina, cujas propor¢des variam entre diferentes espécies animais.
Essas diferencas vém de particularidades fisiologicas e nutricionais que influenciam a
composicao da gordura do leite, tornando sua caracterizagdo importante tanto para estudos de
qualidade quanto para investigagdes relacionadas a autenticidade e ao valor nutricional dos
produtos lacteos (Gallier et al., 2011; Wang et al., 2023).

Além da composicao da membrana lipidica, os 4cidos graxos livres e os demais lipidios
minoritarios também contribuem para as propriedades sensoriais e funcionais do leite. Os
acidos graxos livres, originados da hidrolise dos triacilglicerdis, estdo associados
principalmente ao desenvolvimento de sabor e aroma, enquanto vitaminas lipossoluveis e
esterdis agregam valor nutricional ao alimento. Em conjunto, esses compostos formam uma
matriz altamente heterogénea, cuja composi¢do pode variar de acordo com a espécie animal,
alimentacdo, estagio de lactagdo e processamento do leite (Amores; Virto, 2019; Jukkola et al.,

2019).
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As diferentes espécies animais apresentam perfis distintos de 4cidos graxos,
triacilglicerdis e fosfolipidios, o que influencia propriedades como textura, digestibilidade e
estabilidade da gordura, além de fornecer marcadores importantes para a diferenciacdo e
autenticagdo de produtos lacteos. Estudos utilizando técnicas cromatograficas e
espectrométricas demonstram que a composicdo lipidica varia entre as espécies, tanto em
relacdo aos acidos graxos quanto as classes de fosfolipidios presentes na MFGM. Em todas as
espécies, os acidos palmitico (C16:0), miristico (C14:0), estearico (C18:0), oleico (C18:1) e
linoleico (C18:2) figuram entre os principais constituintes da fracdo lipidica, embora suas
proporcdes variem conforme a espécie animal (Ali ef al., 2017; Huang et al., 2022; Wang et al.,
2023).

Além das diferencas na composi¢ao de acidos graxos, estudos também evidenciaram
variacdes na composi¢ao da MFGM, principalmente nas classes de fosfolipidios fosfatidilcolina
(FC), fosfatidiletanolamina (FE), fosfatidilserina (FS), fosfatidilinositol (FI) e esfingomielina
(SM). Essas diferengas refletem caracteristicas proprias de cada espécie e influenciam a
organizacao estrutural da membrana dos globulos de gordura, bem como suas propriedades
fisico-quimicas (Wang et al., 2023; Wei et al., 2022).

A caracterizagdo dessas diferencas tem sido realizada principalmente por cromatografia
e espectrometria de massas. Wang et al. (2023), por exemplo, identificaram 74 espécies
moleculares de fosfolipidios distribuidas em diferentes classes lipidicas, demonstrando que a
composicdo molecular varia entre as espécies avaliadas. Da mesma forma, Wei et al. (2022)
observaram diferencas na composi¢ao dos fosfolipidios e na estrutura dos globulos de gordura
entre diferentes espécies de mamiferos. Esses resultados indicam que a gordura do leite
apresenta assinaturas moleculares caracteristicas, que podem servir como base para sua
diferenciagdo e autenticacao.

Para investigar essa fragdo, o método de extracdo desenvolvido por Folch permanece
como uma das técnicas mais empregadas para o isolamento de lipidios. O protocolo utiliza uma
mistura de cloroférmio e metanol capaz de recuperar, com elevada eficiéncia, tanto lipidios
neutros quanto polares. Embora outros métodos, como Bligh e Dyer, Hara e Radin e Matyash,
utilizem menores volumes de solventes ou apresentem menor toxicidade, o método de Folch
continua sendo amplamente adotado quando se busca elevada recuperagio de diferentes classes
lipidicas e boa reprodutibilidade analitica, caracteristicas importantes em estudos de
caracterizagdo quimica e espectroscopica (Folch; Lees; Sloane Stanley, 1957; Liu; Moate;
Rochfort, 2019; Teixeira et al., 2021).



66

Apos a extracdo, a fracdo lipidica pode ser caracterizada por espectroscopia Raman e no
infravermelho, técnicas rapidas e ndo destrutivas que fornecem informagdes sobre a estrutura
molecular dos lipidios. Entre as bandas de maior interesse estd a observada em
aproximadamente 1750 cm™, atribuida ao estiramento da ligacdo C=0O dos ésteres presentes
nos triacilglicerois, utilizada como um dos principais indicadores da presenca de lipidios. Além
da identificagdo de grupos funcionais, variacdes na posicao e na intensidade das bandas podem
refletir diferencas na composi¢ao de acidos graxos e na organizagdo da gordura, permitindo
comparar amostras provenientes de diferentes espécies animais (Bandyopadhyay; Verma; Saha,
2025).

A interpretacdo desses espectros € auxiliada por ferramentas quimiométricas. Entre elas,
a PCA ¢ uma das técnicas mais utilizadas para reduzir a dimensionalidade de grandes conjuntos
de dados e evidenciar padrdes de similaridade entre amostras. A PCA transforma as variaveis
originais em novos componentes ortogonais que concentram a maior parte da variabilidade do
conjunto de dados, permitindo visualizar agrupamentos e identificar as varidveis responsaveis
pelas diferencas observadas sem necessidade de conhecimento prévio das classes analisadas
(Brereton, 2007; Jolliffe; Cadima, 2016)

A PCA integra um conjunto mais amplo de ferramentas da quimiometria, area dedicada
ao emprego de métodos matematicos e estatisticos para extrair informagdes relevantes de dados
quimicos. Além dos métodos exploratdrios, a quimiometria engloba técnicas supervisionadas,
como a Modelagem Independente por Analogia de Classes (Soft Independent Modelling of
Class Analogies - SIMCA) e a Anélise Discriminante por Minimos Quadrados Parciais (Partial
Leasr Squares Discrimant Analysis - PLS-DA), amplamente utilizadas na classificagdo,
autenticacao e deteccdo de adulteracdes em alimentos (Brereton, 2007; Rohman; Windarsih,
2020).

A associagdo entre espectroscopia vibracional e quimiometria tem ampliado as
possibilidades de caracterizacdo, diferencia¢do e autenticacdo de produtos lacteos, permitindo
extrair informagdes quimicas relevantes a partir de grandes conjuntos de dados espectrais
(Acharya; Nair; Abdul Salam, 2026; Rohman; Windarsih, 2020). Nos tltimos anos, diversos
estudos demonstraram o potencial da espectroscopia vibracional para diferenciar leites
provenientes de diferentes espécies animais e identificar adulteragdes Wang et al. (2023)
empregaram espectroscopia Raman associada a PCA para distinguir leite de vaca, cabra e
amostras adulteradas, enquanto Yazgan et al. (2020) utilizaram Raman e PLS-DA para
discriminar leites de vaca, cabra e ovelha. Estudos mais recentes, métodos de aprendizado de

maquina tém sido incorporados as andlises espectroscopicas, aumentando a acuracia na
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classificagdo de amostras e na detec¢do de fraudes em produtos lacteos (Agiomavriti et al.,
2024; Feng et al., 2024; Tarapoulouzi; Papademas, 2024; Zhao et al., 2023).

Embora a espectroscopia vibracional venha sendo cada vez mais utilizada na avaliacao
de produtos lacteos, a maior parte dos estudos analisa o leite sem o isolamento da fracao lipidica
(Acharya; Nair; Abdul Salam, 2026; Wang et al., 2023; Yazgan et al., 2020). Trabalhos voltados
especificamente para a caracterizacdo espectroscopica da gordura extraida ainda sdo pouco
frequentes, especialmente quando envolvem a comparacdo entre diferentes espécies animais.
Como a composicao lipidica varia entre essas espécies (Ali et al., 2017; Wang et al., 2023; Wei
et al., 2022), a andlise da fracdo isolada pode evidenciar diferencas que nem sempre sdao
observadas na matriz original do leite, contribuindo para estudos de autenticacdo e controle de
qualidade.

Neste trabalho, a fracao lipidica de leites de vaca, cabra, ovelha e bufala foi obtida pelo
método de Folch e analisada por espectroscopia Raman e no infravermelho. A PCA foi utilizada
para investigar diferengas entre os perfis espectrais das amostras, avaliando o potencial dessas

técnicas na caracterizacdo da gordura do leite de diferentes espécies animais.

4.2 METODOLOGIA

A metodologia utilizada na secdo quatro encontra-se detalhada a seguir. Dentre a se¢do

tem-se a coleta de amostras e analise fisico-quimica e espectroscopica.

4.2.1 Coleta de amostras

Um total de 14 amostras de leite (n = 14) de quatro espécies animais (vaca, cabra, ovelha
e bufala) foram incluidas neste estudo. As amostras apresentadas na Tabela 11 sdo
independentes entre si (n = 1) e todas as analises foram realizadas em duplicata (duas repetigdes

analiticas por amostra) tanto para a espectroscopia FTIR quanto para a Raman.

4.2.1.1 Amostras de Leite Cru

As amostras de leite cru foram obtidas individualmente de diferentes pequenos

produtores de laticinios. Estas incluiram leite cru de vaca e de cabra coletado em duas

localidades rurais em Juiz de Fora, Minas Gerais (Embrapa Gado de Leite e o distrito de
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Linhares), e leite cru de cabra, ovelha e bufala coletado em fazendas localizadas em Paraiba do
Sul, Rio de Janeiro. As amostras cruas foram fornecidas por produtores locais conhecidos ou

coletadas diretamente pela autora nas fazendas da regido.

4.2.2 Amostras de Leite Processado

Amostras comerciais de leite de vaca e de cabra (pasteurizado e UHT) foram adquiridas
em mercados locais em Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil. Estes produtos foram incluidos para
avaliar o efeito do processamento térmico industrial na fra¢do lipidica obtida pelo método de
Folch.

Todas as amostras foram transportadas sob refrigeracdo imediatamente apds a coleta ou
compra e armazenadas a -5 °C até a analise. As medicdes foram realizadas dentro de uma

semana para preservar a integridade lipidica, e s3o mostradas na tabela 11.

Tabela 11 — Amostras de leite de diferentes espécies e tipos de processamento

Espécie Local de coleta Tipo de leite Caodigo
Vaca Embrapa, Juiz de Fora - MG Cru VE
Vaca Linhares, Juiz de Fora - MG Cru VL
Vaca Comercial, Guarara - MG Pasteurizado VP
Vaca Comercial, Jaborandi - BA UHT VTI1
Vaca Comercial, Sete Lagoas - MG UHT VT2
Vaca Comercial, Trés Rios - RJ UHT VT3
Cabra Embrapa, Juiz de Fora - MG Cru CE
Cabra Linhares, Juiz de Fora - MG Cru CL
Cabra Paraiba do Sul - RJ Cru CFSA
Cabra Comercial, Juiz de Fora - MG Pasteurizado CP
Cabra Comercial, Serro - MG UHT CT1
Cabra Comercial, Taquara - RS UHT CT2

Ovelha Paraiba do Sul - RJ Cru ov

Bufala Paraiba do Sul - RJ Cru BU

Fonte: Elaborada pela autora (2026).
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4.2.3 Analises fisico-quimicas

As amostras de leite foram submetidas a analises fisico-quimicas para avaliar
parametros relacionados a estabilidade do sistema e as caracteristicas de composi¢ao. Foram
determinados o pH, o teor de calcio idnico e o teor de gordura, conforme descrito nos itens a

seguir.

4.2.3.1 pH

Para determinar a acidez das amostras, o pH foi medido a temperatura ambiente. Foi
utilizado um medidor de pH digital, modelo PG1400 (fabricante Gehaka, Sao Paulo),

previamente calibrado com solugdes de referéncia em pH 4,0 e 7,0.

4.2.3.2 Determinacado dos teores de calcio

De acordo com Singh et al. (2019), para andlise de teores de calcio i6nico foram
utilizados o medidor de ions calcio LAQUAtwin (Horiba Instruments). O medidor de ions
calcio foi calibrado usando solugdes padrdes de calcio de 3,74 mmol L™ (150 ppm) e 49,90
mmol L (2000 ppm) antes de cada experimento. Para a determinacio do calcio idnico, uma

pequena aliquota da amostra foi adicionada diretamente no sensor do equipamento para leitura.

4.2.3.3 Determinagdo do teor de gordura

O teor de gordura foi determinado pelo método de Gerber. Para a andlise, foram
adicionados 10 mL de acido sulfurico concentrado e 11 mL de amostra de leite a um
butirdmetro, seguidos da adigao de 1 mL de dlcool isoamilico. Apds homogeneizagdo, a mistura
foi centrifugada para promover a separacdo da gordura. Em seguida, os butirometros foram
mantidos em banho-maria, de modo a manter a gordura no estado liquido e permitir a leitura
direta do teor de gordura na escala graduada do equipamento (Brasil, 2006; Pereira e Silva,

2001).
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4.2.4 Extracao lipidica

Os lipidios de diferentes tipos de leite animal foram extraidos de acordo com o método
descrito por Folch ef al. (1957), com as adaptacdes sugeridas por Wang et al. (2023), cujo
trabalho serviu como base para as nossas comparagdes entre as técnicas analiticas e
vibracionais. Desta forma, 6 mL de leite foram misturados com 24 mL de cloroférmio/metanol
(2:1, v/v) e homogeneizados em agitador do tipo Vortex por 5 minutos na velocidade maxima
(=2000 rpm), figura 10A. As misturas foram mantidas em banho de gelo (0-4 °C) por 30
minutos para evitar a separacao da gordura, Figura 10B e, em seguida, centrifugadas a 5000 g
por 15 minutos a 4 °C para isolar a fase organica inferior Figura 10C. A fase organica obtida
foi evaporada até a secura em evaporador rotativo sob pressao reduzida (<30 °C) e reconstituida
com 5 mL de éter de petrdleo. A solucdo foi mantida em repouso por 10 minutos e,
subsequentemente, centrifugada a 4000 g por 5 minutos para a remog¢ao de quaisquer residuos
insoluveis. O sobrenadante resultante, contendo os lipidios extraidos, foi armazenado a -10 °C

até o momento da analise (Stefanov; Vlaeminck; Fievez, 2010; Wang et al., 2023).

Figura 11— representagdo da extracdo lipidica (método de Folch) e separagdo de fases: etapa
de mistura da amostra e solventes (a), banho de gelo durante a separacdo de fases (b),

centrifugacdo e recuperacdo da fase organica (fase 3) (c)

N
(a)- (b) (c) F1 — cloroformio/metanol/agua
(3:48:47) v/viv (Moléculas polares,
H— sais, amino acidos, etc..)
Z we Fase 1 N
I F2 — interface
PRl s Fase 2 (Proteinas precipitadas)
iy == Fase3
b Yy )
— o/ '.'-g F3 — cloroférmio/metanol/agua
v ' % (86:14:1) v/v/v (Lipidios)

Fonte: Elaborada pela autora (2026).

A Fase 1 corresponde a fragdo polar, composta principalmente por metanol e compostos
hidrofilicos. A Fase 2 representa a camada interfacial s6lida, associada as proteinas precipitadas.
A Fase 3 ¢ a fase organica, que contém a fragdo lipidica submetida a evaporagao do solvente.

Apos esse processo, restam apenas as gorduras extraidas.
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E importante destacar que o objetivo principal deste trabalho foi comparar os perfis
lipidicos entre diferentes espécies animais. Os leites comerciais pasteurizados e UHT foram
incluidos apenas para avaliar a eficiéncia e a reprodutibilidade do método de extragdo de Folch

sob diferentes condigdes de processamento.

4.2.5 Analises espectroscopicas

As analises por espectroscopia Raman do leite e das gorduras foram registradas em um
equipamento FT-Raman Bruker MultiRAM, com laser de Nd:YAG operando a 1064 nm, com
resolugio espectral de 4 cm™!, faixa espectral de 4000 a 50 cm™!, poténcia do laser de 500 mW
e 512 varreduras.

Para as medidas de espectroscopia no infravermelho, as amostras foram analisadas em
um espectrometro FTIR Bruker, modelo Vertex 70, acoplado a um acessorio ATR de diamante.
Os espectros foram registrados de 4000 a 400 cm™! com 256 varreduras, em uma resolugio de
4 cm™!. Todas as medidas de FTIR e Raman foram realizadas em duplicata, e as duas réplicas

foram coletadas em dias distintos para garantir a consisténcia e reduzir a variabilidade analitica.

4.2.6 Analise estatistica

A Andlise de Componentes Principais (PCA) foi aplicada para explorar os dados
espectrais e identificar padrdes relacionados aos perfis lipidicos do leite de diferentes espécies
animais. Os modelos de PCA foram construidos utilizando o software MATLAB, versao 7.10
(The MathWorks, Natick, MA, USA), em combinagao com o PLS Toolbox, versao 5.2.2
(Eigenvector Research, Manson, WA, USA). Antes da analise, os dados espectrais foram pré-
processados para minimizar variagdes ndo quimicas. As etapas de pré-processamento incluiram
a correcdo de linha de base por Minimos Quadrados Ponderados (Weighted Least Squares -
WLS), seguida pela transformagao por Variavel Normal Padrao (Standard Normal Variate -
SNV) e Centramento na Média (Mean Centering - MC). Essas etapas foram empregadas para
reduzir variagdes ndo relacionadas a composi¢do quimica das amostras e melhorar a qualidade

dos dados para a analise multivariada.
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4.3 RESULTADOS

Nesta secdo sdo apresentados os resultados obtidos para a caracterizacdao da gordura de
leites de diferentes espécies animais. Inicialmente, sdo discutidas as caracteristicas fisico-
quimicas dos leites crus utilizados no estudo. Em seguida, sdo apresentados os resultados das
analises espectroscopicas da fracdo lipidica por espectroscopia Raman e infravermelho, com
foco na identifica¢do das principais bandas e das diferencas observadas entre as espécies. Por
fim, ¢ apresentada a PCA, utilizada para avaliar a capacidade das técnicas espectroscopicas em

discriminar os diferentes perfis lipidicos.

4.3.1 Caracterizacao fisico-quimica de diferentes leites

As extragcdoes de gordura foram realizadas em quatorze amostras de leite de quatro
espécies: bovina, caprina, ovina e bufalina, incluindo leite submetido a diferentes métodos de
processamento, como cru, pasteurizado e UHT. Para as espécies ovina e bufalina, apenas
amostras de leite cru foram testadas. Os dados referentes ao pH, teor de calcio i6nico e

porcentagem de gordura de cada amostra de leite sdo apresentados na Tabela 12 abaixo:

Tabela 12 — Caracteristicas fisico-quimicas dos leites das diferentes espécies e diferentes

processamentos

Amostrade leite pH  Ca’’mmol L'  Gordura %

VL 6,67 1,22 4,41
VE 6,75 1,22 2,98
VP 6,72 1,86 3,42
VTI 6,56 0,79 3,58
VT2 6,69 0,67 3,60
VT3 6,68 0,59 4,40
CL 6,73 1,16 3,53
CE 6,73 0,92 3,24
CFSA 6,65 2,34 3,00
CP 6,61 1,10 1,20

CTl1 6,59 0,25 3,10
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CT2 6,62 0,21 3,50
ov 6,84 1,22 6,30
BU 6,62 0,82 3,75

Valores apresentados para cada codigo de amostra.

Fonte: Elaborada pela autora (2026).

O pH variou de 6,56 a 6,84, indicando carater levemente acido e permanecendo proximo
da faixa normalmente descrita para o leite fresco, cujo pH é normalmente de aproximadamente
6,7 (Walstra et al., 2005). A concentragio de calcio apresentou valores entre 0,21 mmol L™ a
2,34 mmol L', com o maior teor encontrado na amostra CSA (leite de cabra cru). Observa-se
que o tipo de tratamento térmico e a adicdo de agentes quelantes (adicionados ao leite UHT)
influenciam a concentragdo de calcio. O teor de gordura varia de 1,20% a 6,30%, sendo que o

leite de ovelha (OV) apresentou o maior teor de gordura.

4.3.2 Analise Vibracional

Conforme descrito na metodologia, a extragdo de lipidios foi realizada em amostras de
leite de diferentes espécies animais utilizando o método de Folch. Essa extragao resultou em
trés fases distintas: Fase 1, Fase 2 e Fase 3 (Figura 8). A caracterizagdo espectroscopica dessas
fases foi realizada utilizando as técnicas Raman e de infravermelho (IV), o que também nos
permitiu confirmar a eficiéncia da extracdo de Folch. A auséncia de bandas relacionadas a
lipidios nas Fases 1 e 2, juntamente com a presenga de vibracdes caracteristicas de lipidios na
Fase 3, demonstra que o método isolou efetivamente a fragao lipidica dos componentes polares
e proteicos.

Os espectros resultantes, apresentados abaixo, permitiram a identificacdo dos
componentes em cada fase de separagdo e o perfil lipidico de cada amostra de leite. A analise
espectroscopica inicia-se com a Fase 1, cujos espectros Raman e IV sd3o mostrados na Figura

11, e as atribui¢des de bandas correspondentes sdo apresentadas na Tabela 13.
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Figura 12 — Espectros infravermelho e Raman (Ao = 1064 nm) da Fase 1 apods a extracdo da

gordura das 14 amostras de leite das diferentes espécies e diferentes processamentos
,ﬂ// !
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Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Tabela 13 — Tentativa de atribui¢do das bandas Raman (Ao = 1064 nm) e IV da Fase 1 da

extracao
Numero de onda/cm™
Atribuicao
Raman v
3217 3291 v(O-H)
2951-2840 2950-2834 vas(C-H), metila (CH3)
- 1642 6 (H-O-H)
1462 1448 C-H de CH3
- 1404 d(C-H) de CH;3
1159 - v(C-0O)
1118 1114 v(C-0)
1020 1012 O(CHa).

Abreviagdes: v estiramento; vas Estiramento assimétrico; 6 Deformacdo angular.

Fonte: Elaborada pela autora (2026).

A andlise por espectroscopia Raman e no infravermelho da fase aquosa, Fase 1, obtida

na extragdo de Folch permitiu identificar a presenca de moléculas polares. As bandas
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! no espectro de

caracteristicas de estiramento O-H, observadas em torno de 3291 cm’
infravermelho, indicam a presenca de grupos hidroxila. A banda de deformacao angular da dgua
aparece em torno de 1642 cm™ (Badri; Binet; Lavalley, 1997). A andlise Raman também
permitiu a identifica¢do de bandas caracteristicas do metanol, como a banda de estiramento C-
O em torno de 1120 cm™ (Emin; Hushur; Mamtimin, 2020).

A presenca dessas bandas confirma a presenca de metanol na fase aquosa e indica que
o processo de extragdo foi eficiente na remogao desse solvente da fase lipidica. A auséncia de
bandas associadas as ligagdes C=0O e C-H, tipicas de lipidios, confirma que a Fase 1 ¢
constituida principalmente por compostos polares e ndo contém lipidios.

Em seguida, podemos analisar a Fase 2, ou seja, onde temos as proteinas precipitadas,

fazendo também sua andlise vibracional. A seguir, temos a Figura 12 e a Tabela 14 com as

respectivas atribuicoes das bandas.

Figura 13 — Espectros infravermelho e Raman (Ao = 1064 nm), da Fase 2 apos a extracao da

gordura das 14 amostras de leite das diferentes espécies e diferentes processamentos

Intensidade / u.a.
O) Amida |

v(C=
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Ndmero de onda / cm™

Fonte: Elaborado pela autora (2026).



Tabela 14 — Tentativa de atribui¢do das bandas Raman (Ao = 1064 nm) e IV da Fase 2 da
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extracao
Numero de onda/ cm™
Atribuigao
Raman v
3250 3275 v(O-H)
2930-2844 2957-2847 vas(CH2), vs(CH2), vas(CH3) e vs(CH3)
Amida I v(C=0), com contribui¢do de
1664 -
v(C-N)
- 1641 Amida I (v(C=0))
1616 Vibracoes do anel aromatico de tirosina
e fenilalanina
1553 - Amida II 6(N-H) + v(C-N)
- 1535 Amida II (6(N-H) + v(C-N))
1450 1449 0(CHz) e 6(CH3)
1343 - Amida III e deformag¢des C—H
1246 1237 Amida III v(C-N) + 6(N-H)
1124 1212 v(C-C)
- 1157 v(C-0) / v(C-0-C)
1083 1089 v(C-0)
1022 1014 v(C-C), v(C—N)
Respiragdo do anel fenila da
1004 1005
fenilalanina, com contribuicao de v(C—C)
957 Vibragdes do esqueleto, principalmente
' v(C—C)
Respiragdo do anel aromatico da
854 -
tirosina
758 Respiracao do anel indol do triptofano;

8(CC) + 8(CN)

Abreviaturas: v estiramento; v, estiramento assimétrico; v, estiramento simétrico; § deformacdo angular.

Fonte: Elaborada pela autora (2026).

A comparagdo entre os espectros obtidos e os descritos na literatura permitiu identificar

bandas caracteristicas de grupos funcionais associados as proteinas presentes na fase interfacial.

Considerando que aproximadamente 80% das proteinas do leite correspondem as caseinas, o
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perfil espectral observado mostrou-se compativel com a presen¢a predominante dessas
proteinas na Fase 2. Nos espectros de infravermelho, as bandas em torno de 1640 cm™ e 1540
cm’! foram atribuidas as bandas de Amida I e Amida I, respectivamente. A banda de Amida I
esta relacionada ao estiramento da ligagdo C=0 das ligagdes peptidicas, enquanto a banda de
Amida II resulta principalmente das vibragdes de deformacdo N-H e estiramento C-N,
caracteristicas da estrutura proteica (Hewavitharana; van Brakel, 1997; Purevsuren, 2003).

Nos espectros Raman, a banda em aproximadamente 1660 cm™ também foi atribuida a
Amida I, corroborando os resultados obtidos por espectroscopia no infravermelho, enquanto a
banda em 1004 cm! é caracteristica da fenilalanina, indicando a presenca de residuos de
aminoacidos aromaticos nas proteinas (Rojas-Candelas et al., 2022; Zhuang et al., 2015).

Em conjunto, esses resultados demonstram que a fase interfacial concentrou
predominantemente proteinas, em concordancia com a composi¢ao esperada para essa fragao
apos a extracdo pelo método de Folch, corroborando o adequado isolamento da fracao lipidica
na fase organica.

Por fim, foi feita a anélise da Fase 3, onde se encontra a fragdo lipidica, como mostra a

Figura 13. As atribui¢des se encontram na Tabela 15.

Figura 14 — Espectros infravermelho € Raman (Ao = 1064 nm) da Fase 3 apds a extragdo da

gordura das 14 amostras de leite das diferentes espécies e diferentes processamentos
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Fonte: Elaborado pela autora (2026).
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Tabela 15 — Tentativa de atribui¢do das bandas Raman (Ao = 1064 nm) e IV da Fase 3 da

extracao
Numero de onda/cm’!
Atribuigao
Raman v
2960 2958 vas(CH3)

2914-2855 2920-2847 vas(CHz2), vs(CH2), vas(CH3) e vs(CHs)
1751 1735 v(C=0) de grupos éster dos triacilglicer6is
1655 - v(C=C) insaturag¢ao cis
1450 1464 0(CH>)

1369 1379 7(CHa)
1304 1318 d(CHz)
1263 1260 d(=C-H) no plano
1144 1158 v(C-C) e v(C-0) do esqueleto lipidico
1123 - v(C—C) das cadeias alifaticas
1065 1097 v(C-C) fosforil
291.816 909846 Bandas atribuidas a vibrac¢des de grupos

fosfato e/ou cabeca polar de fosfolipidios

Abreviaturas: v estiramento; v, estiramento assimétrico; v, estiramento simétrico; § deformacdo angular; T
torgdo (twisting).

A fase lipidica obtida apos a extracdo também foi analisada por espectroscopia Raman
e espectroscopia no infravermelho com o objetivo de caracterizar a composicao e a estrutura
molecular dos lipidios presentes. As bandas de estiramento da carbonila de éster v(C=0),
observadas em torno de 1750 cm™ nos espectros Raman e de 1735 cm™! nos espectros de
infravermelho, sdo caracteristicas de triacilglicerdis, indicando que a fase organica obtida ¢é
constituida por lipidios esterificados (Gallier et al., 2011; Kitt et al., 2018).

Na regido entre 1100 e 1300 cm™, observam-se bandas atribuidas principalmente as
vibragdes de estiramento C—O e C—C dos triacilglicerois, além de contribui¢des associadas as
cadeias alifaticas dos acidos graxos. Nos espectros Raman, a banda em torno de 1655 cm! foi
atribuida ao estiramento da ligagdo C=C de 4cidos graxos insaturados na configurag¢do cis
(Akhgar et al., 2021). As bandas proximas de 2850 e 2920 cm™! correspondem aos modos de
estiramento simétrico e assimétrico das ligacdes C-H dos grupos metileno (CH>), caracteristicos

das cadeias de acidos graxos (Stefanov et al., 2011).



79

A analise espectral das trés fases obtidas apos a extragdo, em conjunto com o método de
Folch, permitiu caracterizar os principais constituintes presentes em cada fragdo. A separacao
entre as fases aquosa, organica e interfacial possibilitou o isolamento da fracdo lipidica de
amostras de leite cru e de leites submetidos ao processamento térmico provenientes de
diferentes espécies animais. As espectroscopias Raman e no infravermelho forneceram
informagdes complementares sobre os grupos funcionais presentes em cada fase, permitindo
comparar as assinaturas vibracionais das diferentes fracdes obtidas apos a extragdo. Nas segdes
seguintes, a PCA empregada para avaliar os conjuntos de dados espectrais obtidos por Raman
e infravermelho, o que permitiu comparar as assinaturas vibracionais das diferentes fracdes

obtidas apos a extracdo (Almeida et al., 2012).

4.3.3 Analise das componentes principais para as gorduras

A andlise de componentes principais (PCA) foi aplicada para discriminar os perfis
espectrais dos lipidios apenas dos leites crus, das espécies vaca (VE e VL), cabra (CE e CL),
ovelha (OV) e bufala (BU). Ao reduzir a dimensionalidade dos dados espectroscopicos, a
técnica permite identificar agrupamentos distintos de amostras, cada um correspondente a uma
espécie especifica. Veremos a seguir, Figura 14A e 14B, através dos resultados obtidos a
eficiéncia da PCA em distinguir as diferentes espécies através da identificacdo de marcadores

lipidicos caracteristicos.
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Figura 15 — Espectros Raman e no infravermelho referentes as gorduras extraidas dos leites de

vaca, cabra, ovelha e bufala, com laser em 1064 nm

(A)

Intensidade

1800 1650 1500 1350 1200 1050 900

Numero de onda/cm™
(B) |.

Intensidade

1500 1350 1200 1050 900

Numero de onda/cm™’

1800 1650

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

4.3.3.1 Andlise de componentes principais (PCA) dos perfis lipidicos de leites de diferentes
espécies por espectroscopia Raman

Na Figura 15, que inclui amostras de gordura do leite de bufala (BU) e ovelha (OV) da
regido de Paraiba do Sul, e de vaca (VE) e cabra da EMBRAPA (CE), e na Figura 16, onde as
amostras de vaca (VL) e cabra (CL) sdo provenientes do bairro Linhares, Juiz de Fora, a
separagao das gorduras entre as diferentes espécies foi clara. Em ambas as figuras, os loadings
da primeira componente principal (PC1) destacaram as regides espectrais que mais

contribuiram para essa diferenciagao.



Figura 16 — (a) Scores da PCA dos espectros Raman das gorduras do leite de bufala
(BU), ovelha (OV), cabra (CE) e vaca (VE); (b) loadings da PCA
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Fonte: Elaborado pela autora (2026).
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Figura 17 — (a) Scores da PCA dos espectros Raman das gorduras do leite de bufala
(BU), ovelha (OV), cabra (CL) e vaca (VL); (b) loadings da PCA
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Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Na espectroscopia Raman, a andlise de componentes principais (PCA) separou as
amostras da fracdo lipidica com base na espécie. Em ambos os modelos (Figuras 15 e 16), as
amostras de bufala e ovelha posicionaram-se no lado negativo de PC1, enquanto as amostras
de vaca e cabra apareceram no lado positivo. A distribui¢ao dos scores das amostras na Figura
15A explica 97,07% da variabilidade total dos dados (64,74% para PC1 e 32,33% para PC2),
enquanto na Figura 16A, as duas primeiras componentes respondem por 93,10% da variancia
(58,09% para PC1 e 35,01% para PC2). Esse padrao consistente de separacao indica diferencas
nos perfis lipidicos entre as espécies avaliadas.

As regides espectrais responsaveis por essa separagdo variaram entre os conjuntos de
dados. Na Figura 15B, a banda em 1123 cm™! apresentou a maior contribuigdo positiva para

PC1, enquanto na Figura 16B, a regido em torno de 1655 cm™ foi mais decisiva. Ambas as
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bandas foram associadas as amostras de vaca e cabra. A banda em 1123 cm™ corresponde ao
estiramento C — C em cadeias alifaticas de acidos graxos e pode receber contribui¢cdes de
fosfolipidios, uma vez que bandas relacionadas a ligagdes P-O aparecem nessa regido (Gaber;
Yager; Peticolas, 1978; Sakkas; Pappas; Moatsou, 2021; Smith ef al., 2017). A banda em 1655
cm! ¢ atribuida ao estiramento v(C=C) de 4acidos graxos insaturados e foi fundamental para a
diferenciagdo na Figura 16 (Almeida et al., 2011; Czamara et al., 2015).

Em contrapartida, a banda em 1455 cm™, associada as vibra¢des de deformacdo angular
do tipo tesoura (Czamara et al., 2015; Mendes et al., 2016), apresentou loadings negativos em
PC1 em ambos os conjuntos de dados, estando relacionada as amostras da fragdo lipidica dos
leites de bufala e de ovelha. Esse comportamento indica uma relacdo inversa entre a
contribuicdo dessa banda e aquelas observadas em 1123 e 1655 cm’!, associadas as amostras de
vaca e de cabra. A contribuicdo negativa da banda em 1455 cm™ pode estar relacionada a
diferengas na composi¢do e na organiza¢do molecular das cadeias lipidicas entre as espécies.
Essas observagdes estdo de acordo com as diferencas no perfil de 4cidos graxos e na
composic¢ao lipidica descritas para os leites de vaca, cabra, ovelha e bufala (Akhgar et al., 2021;
Sakkas; Pappas; Moatsou, 2021; Wang et al., 2023). Dessa forma, a separacao observada na
PCA obtida por espectroscopia Raman provavelmente reflete o efeito combinado dessas
caracteristicas estruturais sobre a resposta espectral da fracao lipidica, corroborando o potencial
da técnica para diferenciar os perfis lipidicos de diferentes espécies.

Além do papel predominante da PC1 na separacdo das espécies, a PC2 também
contribuiu, principalmente ao capturar diferencas entre as amostras de leite de vaca e de cabra
de diferentes origens geograficas (EMBRAPA e Linhares). Embora a PC2 tenha respondido por
uma parcela menor da variancia, as bandas contribuintes podem estar relacionadas a variagdes
secundarias nos perfis lipidicos potencialmente associadas a fatores como dieta, raga ou
condi¢des ambientais.

Tomados em conjunto, esses resultados reforcam o potencial da espectroscopia Raman
combinada com PCA como um método rapido e ndo destrutivo para caracterizar a composi¢ao
lipidica do leite e para o desenvolvimento de modelos de classificagdo baseados na espécie

animal e na origem regional.



84

4.3.3.2 Analise de componentes principais (PCA) dos perfis lipidicos de leites de diferentes
espécies por espectroscopia no infravermelho

Além da analise Raman, a espectroscopia no infravermelho também foi aplicada para a
diferenciagdo dos perfis lipidicos das gorduras de leite das diferentes espécies animais. As
Figuras 17 e 18 demonstram que, assim como no caso da espectroscopia Raman, a PCA aplicada
aos espectros infravermelhos resultou em uma separagdo das amostras de bufala, ovelha, vaca
e cabra.

Os dois primeiros componentes principais, PC1 e PC2, juntos explicam uma alta
proporcao da variabilidade total dos dados (92,90% na Figura 17 e 97,54% na Figura 18). A
distribuicdo das amostras ao longo de PC1 evidencia diferencas espectrais entre as espécies.
Em ambos os modelos, as amostras de bufala e de ovelha permaneceram no lado negativo de
PCI1, enquanto as amostras de vaca e de cabra ocuparam posi¢des diferentes entre os dois

conjuntos de dados.



85

Figura 18 — (a) Scores da PCA dos espectros no infravermelho das gorduras do leite de bufala

(BU), ovelha (OV), cabra (CE) e vaca (VE); (b) loadings da PCA
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Fonte: Elaborado pela autora (2026).

A andlise de componentes principais (PCA) aplicada aos espectros no infravermelho das
gorduras do leite (Figuras 17 e 18) mostrou que a regiio em torno de 1750 cm™ apresentou a
maior contribui¢do para a separagdo das espécies ao longo de PC1. Essa banda ¢ atribuida ao
estiramento da ligagdo C=0O dos grupos éster presentes nos lipidios. Considerando que a
composicao da fragdo lipidica difere entre os leites das diferentes espécies, conforme descrito
na literatura, a maior contribuicdo dessa regido pode estar relacionada as variagdes na
distribui¢do de acidos graxos de cadeia curta, média e longa, bem como ao grau de insaturagao

e a presenca de acidos graxos trans e conjugados, caracteristicas influenciadas por fatores
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genéticos e nutricionais (Akhgar et al., 2021; Cruz et al., 2016; Sakkas; Pappas; Moatsou,

2021).
Figura 19 — (a) Scores da PCA dos espectros no infravermelho das gorduras do leite de bufala
(BU), ovelha (OV), cabra (CL) e vaca (VL); (b) loadings da PCA
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Fonte: Elaborado pela autora (2026).

As diferengas na composicao da fragdo lipidica entre as espécies podem explicar a

separagdo observada na PCA dos espectros no infravermelho. Estudos demonstram que o leite

de vaca apresenta maiores propor¢des de acidos graxos de cadeia longa, como os 4cidos

palmitico (C16:0) e oleico (C18:1), enquanto os leites de cabra e de ovelha contém maiores

concentragdes de acidos graxos de cadeia curta e média. O leite de bufala, por sua vez,
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caracteriza-se pelo maior teor de 4cidos graxos saturados, com predominancia dos acidos
palmitico e estearico (Amores; Virto, 2019; Ong et al., 2021).

Considerando essas diferengas composicionais, é provavel que a contribui¢do da regiao
em torno de 1750 cm™ reflita variacdes na composi¢io dos triacilglicerdis entre as espécies,
evidenciando diferenc¢as previamente descritas para o perfil de dcidos graxos desses leites.

As diferencas nas intensidades das bandas observadas nos espectros vibracionais
também podem ser associadas ao teor de gordura de cada tipo de leite, uma vez que essas
variagOes afetam diretamente as assinaturas espectrais. Leites com maiores porcentagens de
gordura podem exibir bandas de estiramento C = O e C = C mais intensas devido a maior
presenca de estruturas de ésteres e lipidios insaturados, respectivamente (Bandyopadhyay;

Verma, Saha, 2025; Gallier et al., 2010; Mendes et al., 2016).

4.4 SINTESE DOS RESULTADOS

A caracterizagdo das gorduras dos leites de vaca, cabra, ovelha e bufala por
espectroscopia vibracional, associada a analise de componentes principais, mostrou-se uma
abordagem eficiente para evidenciar diferencas entre os perfis lipidicos das espécies avaliadas.
As espectroscopias Raman e no infravermelho permitiram identificar regides espectrais de
maior relevancia para a diferenciagao das amostras, demonstrando o potencial dessas técnicas
para a caracterizacdo rapida e ndo destrutiva de gorduras.

Na espectroscopia Raman, a PCA evidenciou a separacao das espécies principalmente em
funcdo das bandas localizadas em 1123, 1455 e 1655 cm™'. As bandas em 1123 e 1655 cm’!
apresentaram maior contribuicao positiva para a separagdo das amostras de vaca e cabra, sendo
atribuidas, respectivamente, ao estiramento C—C das cadeias alifaticas e ao estiramento C=C de
4cidos graxos insaturados. Em contrapartida, a banda em 1455 cm™!, relacionada as vibragdes
de deformagdo angular dos grupos CHa, apresentou contribui¢do na parte negativa da PCA,
estando associada as amostras de bufala e ovelha.

Nos espectros de infravermelho, a PCA indicou que a regiio em torno de 1750 cm™,
atribuida ao estiramento C=0O dos grupos éster presentes nos triacilglicerois, foi a principal
responsavel pela diferenciagdo entre as espécies. Esse resultado sugere que diferengas na
composicao da fracdo lipidica influenciaram a resposta espectral observada.

As diferencas identificadas por ambas as técnicas sdo compativeis com as variagdes na

composicao lipidica descritas na literatura para os leites das diferentes espécies, incluindo
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diferencas na distribui¢do dos acidos graxos, no grau de saturagdo e na composicdo dos
triacilglicerdis. Assim, a separacdo observada pela PCA provavelmente reflete o efeito
combinado dessas caracteristicas estruturais sobre os espectros obtidos. De modo geral, os
resultados demonstram que a espectroscopia Raman e a espectroscopia no infravermelho,
associadas a analise multivariada, constituem ferramentas promissoras para a caracterizagao,
classificacdo e autenticagdo de gorduras lacteas provenientes de diferentes espécies animais,
com potencial de aplicacdo no controle de qualidade da cadeia produtiva de leite e derivados

(Oliveira, 2026).
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5 ESPECTROSCOPIA RAMAN ASSOCIADA A QUIMIOMETRIA NA ANALISE
DE QUEIJOS MINAS FRESCAL ARTESANAIS E INDUSTRIAIS DO BRASIL

Nesta se¢do sdo apresentados o estudo espectroscopico de queijos Minas Frescal
industriais e artesanais e a avaliagdo das alteragdes ocorridas durante o armazenamento sob

refrigeragdo e em temperatura ambiente.

5.1 REFERENCIAL TEORICO

O queijo Minas Frescal ¢ um dos produtos lacteos mais consumidos no Brasil.
Caracteriza-se pela alta umidade, auséncia de maturagdo e elevada perecibilidade. Sua
composi¢ao fisico-quimica, com teores de umidade entre 55% e 58%, gordura entre 17% e 19%
e pH em torno de 5,0 a 5,3, faz com que o produto seja mais suscetivel a altera¢des durante o
armazenamento, o que pode comprometer sua qualidade e seguranga (Dagostin; Carpine;
Masson, 2013; Sant’Ana et al., 2013; Silva, 2005). Além da importancia nutricional, o queijo
Minas Frescal também possui relevancia economica e social para pequenos produtores, devido
a simplicidade do processo de fabricagao e ao baixo investimento necessario para sua producao
(Oliveira et al., 2020; Silva et al., 2019).

As diferencas entre os queijos Minas Frescal industriais e artesanais decorrem do modo
de producao e do grau de padronizacdo empregado. Os queijos artesanais sao produzidos por
métodos mais tradicionais, com maior participacao das etapas manuais e, em muitos casos, sem
pasteurizacdo do leite e com pouca mecanizacdo do processo (Costa et al., 2022). Ja na
producdo industrial, o leite é submetido a pasteurizagdo e ao preparo para coagulacdo, etapas
que incluem a adicdo de culturas laticas selecionadas e de cloreto de célcio, contribuindo para
maior controle do processo de fabricacdo (Sangaletti ef al., 2009; Silva, 2005).

Essas diferencas também influenciam o processo de sinérese, responsavel pela liberagao
de soro durante a fabricacdo do queijo. Na producdo industrial, a massa ¢ submetida a
prensagem mecanica para favorecer a remocao do soro, enquanto nos queijos artesanais essa
etapa ocorre por gravidade (Silva et al., 2019). Como consequéncia, os produtos apresentam
diferencgas na retengdo de umidade e na textura, sendo a sinérese, em geral, mais intensa nos
queijos artesanais. Os queijos industriais costumam apresentar maior padronizacdo e maior
conformidade com a legislagdo (Dias et al., 2016), embora ainda possam ser alvo de fraudes
econdmicas, como a adi¢do ilegal de soro de leite, pratica que altera o perfil proteico do produto

e pode conferir caracteristicas semelhantes as da ricota (Magenis et al., 2014).
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Os queijos artesanais, por sua vez, tendem a apresentar maior variacdo em parametros
como pH, umidade e teor de sal, refletindo diferengas na matéria-prima e um menor controle
das etapas de fabricacdo. Mesmo com o avango da industrializacdo, a produgao de queijo Minas
Frescal ainda ¢ frequentemente realizada em pequenas e médias unidades, nas quais diversas
etapas permanecem dependentes do manejo humano (Dagostin; Carpine; Masson, 2013). Essas
diferencas de processamento influenciam as caracteristicas fisico-quimicas do produto e podem
afetar sua organizacao estrutural e sua estabilidade durante o armazenamento.

Durante o armazenamento, o queijo Minas Frescal sofre transformagdes bioquimicas,
fisicas e microbioldgicas. Entre elas, destacam-se a lipolise e a protedlise, processos que
modificam a organizacdo da matriz do alimento e afetam propriedades como sabor, odor e
textura (Sangaletti et al., 2009; Tarakci; Kucukoner, 2006). Devido ao alto teor de umidade e a
atividade microbiana, essas mudancas podem ocorrer rapidamente, reduzindo a vida util do
produto e favorecendo a proliferacdo de microrganismos (Feitosa et al., 2016; Scudino et al.,
2023).

A espectroscopia vibracional tem sido amplamente utilizada na caracterizagdao de
produtos lacteos por fornecer informagdes moleculares de forma rapida, ndo destrutiva e com
reduzido preparo de amostra. Entre as técnicas mais empregadas estdo a espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) e a espectroscopia Raman (Mohammadi et
al., 2024; Silva et al., 2021) A espectroscopia Raman € sensivel a fracdo lipidica, permitindo
identificar alteragdes estruturais e avaliar a autenticidade de produtos por meio de bandas
caracteristicas associadas aos grupos CH> e CHs. A técnica também pode ser utilizada para
acompanhar mudangas nas fases lipidica e proteica decorrentes de tratamentos térmicos
(Acharya; Nair; Abdul Salam, 2026; Zhang; Su; Xiong, 2025).

O uso combinado da espectroscopia vibracional e da quimiometria vem sendo
empregado na caracterizagdo de produtos lacteos, na detec¢@o de adulteragdes e no controle de
qualidade, mostrando potencial como ferramenta de apoio no combate as fraudes economicas
(Feeney; Guinee; Fox, 2002; Pastorino; Hansen; McMahon, 2003; Pereira ef al., 2001).

Apesar do aumento do nimero de estudos utilizando técnicas espectroscopicas em
produtos lacteos, ndo foram encontrados, at¢ o momento, trabalhos que empreguem a
espectroscopia Raman para investigar a estrutura do queijo Minas Frescal, incluindo a
comparagdo entre produtos industriais e artesanais e as mudangas ocorridas durante o
armazenamento. A falta de estudos nessa 4rea dificulta a compreensao das diferencas estruturais
entre esses produtos e limita a aplicacdo da espectroscopia Raman na caracterizagdo e no

controle de qualidade desse queijo. Neste trabalho, amostras de queijo Minas Frescal de origem
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industrial e artesanal foram investigadas por espectroscopia Raman associada a PCA, com o
objetivo de diferenciar os sistemas de produgdo e acompanhar as mudancas estruturais ao longo
do armazenamento, relacionando essas alteragdes as caracteristicas do processamento e a perda

de qualidade do produto.

5.2 METODOLOGIA

Nesta se¢do sdo apresentados os procedimentos experimentais utilizados para a
caracterizacdo e avaliacdo de queijos Minas Frescal industriais e artesanais. Sdo descritos a
obtenc¢do das amostras, as analises fisico-quimicas e espectroscopicas realizadas, bem como o
delineamento experimental empregado para a comparacgdo entre os diferentes tipos de queijo e

para o estudo de sua degradagdo durante o armazenamento.

5.2.1 Aquisi¢do das Amostras

Quatorze amostras de queijo Minas Frescal foram adquiridas, incluindo produtos
industriais e artesanais, comercializados em municipios da Zona da Mata Mineira, Minas
Gerais, Brasil. As amostras foram obtidas em feiras livres, supermercados e diretamente de

produtores locais nos municipios de Juiz de Fora, Bicas e Guarara.

5.2.2 Analise Fisico-Quimica
As andlises fisico-quimicas realizadas incluiram a determina¢do do pH, da concentragio

de calcio i6nico, do teor de proteina total e do teor de gordura total das amostras de queijo

Minas Frescal.

5.2.2.1 Determinagdo de pH

Uma massa de 10 g de amostra foi misturada com 10 mL 4gua deionizada e agitada até

a completa homogeneizagdo. Ap6s um periodo de repouso de 10 minutos para equilibrio da fase
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aquosa, a mistura foi filtrada. O pH do filtrado resultante foi medido a temperatura ambiente
utilizando um pHmetro digital (Gehaka, modelo PG1400). Antes da analise, o instrumento foi

calibrado com solug¢des tampao padrao de pH 4,0 e 7,0.

5.2.2.2 Determinagao de Calcio

A concentragio de ions calcio (Ca?") foi determinada utilizando o filtrado obtido durante
a determinacdo do pH. Aliquotas da solucao foram aplicadas diretamente sobre o sensor de um
medidor de ions LAQUAtwin (HORIBA). O equipamento foi previamente calibrado utilizando

solucdes padrao de calcio com concentragdes de 150 e 2000 ppm.

5.2.2.3 Teor de Proteina

A determinacdo do teor de proteina total nas amostras de queijo Minas Frescal foi
conduzida de acordo com as diretrizes de Wolfschoon-Pombo (1980) e Pereira (2001). O
procedimento experimental iniciou-se com a pesagem de aproximadamente 0,2 g de amostra,
que foi transferida para tubos de digestdo juntamente com 1,6 g de mistura catalisadora e 3,0
mL de acido sulfrico concentrado. Essa mistura foi submetida a uma rampa de aquecimento
gradual em um bloco digestor, de 100 °C a 400 °C por cerca de 3,5 horas, até que a combustdo
completa da matéria organica fosse alcangada.

Apos o resfriamento, a amostra foi destilada com hidréxido de s6dio (NaOH) 50% para
a liberacao da amonia, que foi capturada em uma solugao de acido borico e titulada com acido
cloridrico (HCI) 0,1 mol/L, previamente padronizado. O célculo do nitrogénio total (N;,;4;) foi
inicialmente baseado na diferenca entre o volume de HCI utilizado na titulagdo da amostra

(Vamostra) € 0 volume utilizado no teste em branco (Vy;,-qnco)> aplicando a seguinte equacao:

Neotar = S22 100 Equagdo 11

Nesta equagdo, V, representa o volume de HCI utilizado na titulacdo da amostra (mL),
Vb, 0 volume utilizado no ensaio em branco (mL), M, corresponde a concentragdo molar do
HCI (mol L") e m refere-se & massa da amostra (g). O fator 0,014 corresponde a massa, em
gramas, de um mmol de nitrogénio (14 g mol™!), sendo utilizado para converter a quantidade de

matéria de nitrogénio determinada na titulagdo em massa de nitrogénio presente na amostra.
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Finalmente, o teor de proteina bruta foi obtido multiplicando o resultado anterior pelo fator de

conversao (F) de 6,25, conforme demonstrado abaixo:

Proteina(%) = Notar - 625 Equagdo 12

5.2.2.4 Determina¢do de Gordura

O teor de gordura foi determinado utilizando o método de Van Gulik. Resumidamente,
3 g da amostra de queijo foram colocadas em um butirdmetro de Van Gulik, seguido pela adi¢ao
de 5 mL de 4gua destilada e 10 mL de acido sulfurico concentrado. A mistura foi vigorosamente
agitada e colocada alternadamente em banho-maria mantido a 60 - 65 °C. Posteriormente,
adicionou-se 1 mL de alcool isoamilico. A mistura foi entdo centrifugada para promover a
separacdo da gordura, permitindo que a camada lipidica se acumulasse na parte superior do

butirometro, onde foi posteriormente quantificada por leitura direta (Pereira et al., 2001).

5.2.3 Espectroscopia Raman

As andlises dos queijos foram realizadas em um espectrometro FT-Raman Bruker
MultiRam, com laser de Nd: YAG operando a 1064 nm, com resolu¢io espectral de 4 cm™, faixa

espectral de 4000 a 50 cm™!, poténcia do laser de 350 mW e 512 varreduras (scans) acumuladas.

5.2.4 Estudo dos Diferentes Modos de Producio (Artesanal e Industrial) do Queijo

Minas Frescal

O estudo comparativo entre os modos de producdo artesanal e industrial do queijo Minas
Frescal foi realizado com base nas analises fisico-quimicas e espectroscopicas de 14 amostras
(n=14), sendo sete amostras de queijo artesanal e sete amostras de queijo industrial. As analises
fisico-quimicas incluiram a determinacdo de pH, célcio i6nico, gordura total e proteina total.
Posteriormente, as amostras foram avaliadas por espectroscopia Raman, e os dados obtidos

foram submetidos a analise quimiométrica.



94

5.2.5 Estudo da Degradacio de Queijos Minas Frescal Refrigerados e 2 Temperatura

Ambiente

A avaliag@o da degradagdo foi conduzida utilizando amostras de queijo Minas Frescal
de origem artesanal e industrial, com o objetivo de comparar o comportamento desses produtos
sob diferentes condigdes de armazenamento. Inicialmente, as amostras foram mantidas sob
refrigeracdo (= 4 °C) e analisadas por espectroscopia Raman, com analises realizadas em
triplicata, ao longo do tempo nos intervalos de 1, 3, 7, 14, 30 e 60 dias de armazenamento para
entender o processo de degradacao refrigerada.

Em paralelo, foi realizado o estudo da degradacao sob condi¢des ambientais, no qual
uma amostra de queijo foi mantida exposta em uma bancada, sem controle de temperatura, para
simular condi¢cdes mais severas de deterioracdo. As analises foram conduzidas ao longo do
periodo experimental por espectroscopia Raman, sendo realizadas uma vez por més, em
triplicata, permitindo a comparacdo entre os processos de degradacdo sob refrigeracao e a
temperatura ambiente.

O monitoramento experimental foi realizado ao longo de quatro meses, iniciando em
agosto e terminando em novembro, para avaliar possiveis variagdes associadas ao tempo de

armazenamento e as condi¢oes ambientais.

2.6 Analise de Componentes Principais

Os modelos de PCA foram executados utilizando o software MATLAB, versao 7.10
(The Math Works, Natick, MA, USA), e o pacote PLS toolbox, versdo 5.2.2 (Eigenvector
Research, Manson, WA, USA). Os dados passaram por uma etapa de pré-processamento que
consistiu em correcdo de linha de base por WLS (weighted least squares - minimos quadrados
ponderados), SNV (standard normal variate - variagdo normal padrao) e MC (mean centering
- centramento na média).

A PCA foi empregada como uma ferramenta exploratéria ndo supervisionada,
permitindo a identificagdo das principais fontes de variabilidade sem a imposigdo de classes
pré-definidas. Considerando o nimero limitado de amostras independentes e a alta dispersao
intra-grupo, refletida pelo espalhamento das amostras dentro dos grupos industrial e artesanal
no grafico de scores da PCA, a aplicagdo de métodos supervisionados poderia aumentar o risco

de overfitting (sobreajuste) e, portanto, ndo foi adotada neste estudo.
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5.3 RESULTADOS

Os resultados deste estudo sdo apresentados nas subsecdes a seguir, iniciando pela
caracterizagdo fisico-quimica das amostras, seguida das analises espectroscopicas e da

interpretagdao quimiométrica dos dados.

5.3.1 Caracterizac¢ao Fisico-Quimica de Queijos Minas Frescal Industriais e

Artesanais

A avaliagdo dos parametros fisico-quimicos, incluindo pH, célcio i6nico, gordura total
e proteina total, de queijos Minas Frescal industriais e artesanais mostrou diferencas tanto na
composi¢do quanto nas relagdes entre esses constituintes (Figura 19).

Nos queijos industriais, observou-se menor varia¢do entre as amostras, com o pH
variando em uma faixa estreita de 6,15 a 6,76, gordura total (GT) entre 13,25% e 19,25%, célcio
idnico (Ca’") entre 0,85 e 2,16 mmol L' e proteina total (PT) entre 13,01% e 16,77%. Essa
maior homogeneidade esta relacionada a padronizacdo das matérias-primas e ao controle
rigoroso das etapas de processamento (Silva et al., 2019), incluindo o uso de culturas
especificas e o monitoramento das condi¢des de acidificacdo (Dagostin; Carpine; Masson,
2013). Essas praticas favorecem a estabilidade da micela de caseina, proporcionando uma
distribuicdo mais uniforme do célcio e maior retencao de s6lidos e minerais na matriz do queijo
(Silva et al., 2023).

Em contrapartida, os queijos artesanais apresentaram maior dispersdo composicional, o
que reflete a variabilidade do processo de produgdo e as caracteristicas ambientais de cada
regido (Oliveira et al., 2020). O pH variou entre 5,29 e 6,74, enquanto os teores de Ca*"
apresentaram a maior amplitude relativa, variando de 0,93 a 5,83 mmol L'!. A proteina total
(PT) variou entre 13,84% e 16,95%, enquanto a gordura total (GT) apresentou valores entre
12,75% e 19,75%, com valores de até 20,00% em algumas amostras, valor superior ao
observado nos produtos industriais (Silva et al., 2019). Essa variabilidade pode estar associada
a diferengas na composicao do leite, no manejo do rebanho, nas condigdes de processamento e
na intensidade da fermentagdo (Sangaletti et al., 2009).

Valores mais baixos de pH favorecem a solubilizagdo do fosfato de célcio coloidal e,
consequentemente, o aumento na concentracao de calcio i6nico na fase aquosa (Pereira et al.,
2001), enquanto valores mais altos mantém uma propor¢ao maior de calcio associada a micela

de caseina (Dagostin; Carpine; Masson, 2013). Esse equilibrio entre pH e calcio interfere na
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organizacdo da rede proteica e pode favorecer a protedlise, contribuindo para a maior

heterogeneidade observada nos queijos artesanais (Pastorino; Hansen; McMahon, 2003).

Figura 20 — Grafico de barras dos parametros fisicos dos queijos Minas Frescal: pH, Ca**

(mmol L), GT (% m m™), PT (% m m™) de queijos industriais (a) e queijos artesanais (b)
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Fonte: Elaborada pela autora (2026).

5.3.1.1 PCA dos Dados Fisico-Quimicos de Queijos Minas Frescal Industriais e Artesanais

A PCA foi utilizada para avaliar as relagcdes entre os pardmetros fisico-quimicos e

destacar as diferengas entre os queijos Minas Frescal industriais e artesanais (Figura 18). Nos
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queijos industriais, as variaveis calcio idnico (Ca®"), gordura total (GT) e proteina total (PT)
apresentaram contribuicdes positivas para a PC1. Os vetores de Ca*' e GT apresentaram
orientacdes semelhantes, indicando associacdo positiva entre essas variaveis, enquanto o pH
posicionou-se na dire¢do oposta ao longo da PC1, sugerindo relagdo inversa com as demais
variaveis (Figura 20A). A relagdo inversa observada entre pH e célcio pode ser explicada pelas
alteragdes promovidas pelo pH na micela de caseina. A medida que o pH diminui, parte do
fosfato de calcio coloidal é solubilizada, aumentando a concentracido de calcio i0nico na fase
aquosa (Dagostin, Carpine ¢ Masson, 2013; Pereira et al., 2001). A redistribui¢do do célcio
modifica a organizagdo da rede proteica e influencia a reten¢do de gordura e proteina na matriz
do queijo (Silva et al., 2023).

Nos queijos artesanais, observou-se um padrdo semelhante quanto a relacdo inversa
entre pH e célcio, com os vetores posicionados em direcdes opostas no espago definido pelas
duas primeiras componentes principais (Figura 20B). Entretanto, diferentemente do observado
nos queijos industriais, a gordura total apresentou orienta¢do semelhante a do pH e oposta a do
calcio, indicando um comportamento distinto da fracao lipidica em relagdo aos demais
parametros fisico-quimicos. A proteina total manteve contribuicao positiva para a PC2, embora
com orientacdo distinta da gordura total.

Os resultados das PCAs indicam que a relagdo entre a fracdo lipidica e os demais
parametros fisico-quimicos difere entre os sistemas industrial e artesanal. Nos queijos
industriais, a gordura total apresentou associacdo positiva com o célcio e a proteina, enquanto
nos queijos artesanais orientou-se na mesma dire¢do do pH e em sentido oposto ao calcio e a
proteina. Essas diferencas motivaram a investigacdo da fragdo lipidica por espectroscopia
Raman, uma vez que essa técnica ¢ sensivel a alteracdes estruturais e amplamente utilizada na
avaliagdo da autenticidade de produtos lacteos (Costa et al., 2022; Genis et al., 2021). A
associacdo da espectroscopia Raman com ferramentas quimiométricas permite relacionar as
diferengas observadas nos parametros fisico-quimicos com alteragdes em nivel molecular,
contribuindo para a caracterizagdo ¢ o monitoramento da qualidade do produto (Acharya, Nair

e Abdul Salam, 2026; Zhang, Jiang e Xiong, 2023).
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Figura 21 — PCA dos parametros fisico-quimicos pH, Ca**, GT, PT de queijos industriais (a)

e de queijos artesanais (b)
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Fonte: Elaborada pela autora (2026).
5.3.2 Espectroscopia Raman de Queijos Minas Frescal Industriais e Artesanais

Com base na andlise fisico-quimica, que indicou a fragao lipidica como o principal fator
de diferenciacdo entre as amostras, realizou-se a analise por espectroscopia Raman de queijos
Minas Frescal industriais e artesanais (n = 14), com medi¢des em triplicata. Os espectros Raman

sem pré-processamento sao apresentados na Figura 21:
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Figura 22 — Espectros Raman brutos (Ao = 1064 nm) de queijos Minas industriais e artesanais,

sem pré-processamento quimiométrico: (a) amostras industriais e (b) amostras artesanais
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Fonte: Elaborada pela autora (2026).

Os espectros apresentados na Figura 21 exibem bandas associadas principalmente aos
lipidios, as proteinas e a 4gua (Acharya; Nair; Abdul Salam, 2026; Zhang; Jiang; Xiong, 2023).
As principais atribui¢des vibracionais sdo apresentadas na Tabela 16. Entre as bandas da fragao
lipidica, destaca-se a banda em torno de 1746 cm’!, atribuida ao estiramento C=0 de ésteres de
triacilglicerdis (Genis et al., 2021; Zhang; Jiang; Xiong, 2023), além da regido entre 2850 e
2930 cm!, relacionada aos estiramentos simétrico (vs) e assimétrico (vas) dos grupos CHz e CH3

presentes nas cadeias alifaticas (Costa et al, 2022; Digvijay et al., 2025). A banda em
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aproximadamente 1443 cm’, atribuida a deformacdo angular do tipo tesoura dos grupos
metileno, € sensivel as mudancas na organizacdo da fragdo lipidica e sendo frequentemente
utilizada para avaliar alteragdes estruturais em produtos lacteos (Cui et al., 2025; Genis et al.,
2021).

A fragdo proteica foi caracterizada principalmente pelas regides das Amidas I, 11 e III,
bandas utilizadas na avalia¢do estrutural de proteinas do leite (Digvijay et al., 2025; Zhang;
Jiang; Xiong, 2023). Além dessas regides, o sinal em 1003 cm™, atribuido a vibragdo de
respiragdo do anel aromatico da fenilalanina, também ¢é frequentemente empregado na
caracterizacdo da fracdo proteica (Li ef al., 2023; Zhang; Jiang; Xiong, 2023). O elevado teor
de 4gua do queijo Minas Frescal (Sangaletti et al., 2009) também pode ser observada pelas
bandas largas entre 3200 e 3400 cm™, atribuidas ao estiramento O-H das moléculas de dgua
(Wu; Chen; Van der Meeren, 2024; Zhang; Jiang; Xiong, 2023). A presenc¢a dessas bandas ¢
caracteristica de queijos frescos e esta diretamente relacionada ao elevado teor de dgua desse
produto.

Em conjunto, as bandas observadas demonstram a complexidade da matriz do queijo,
dificultando a diferenciacao entre as amostras apenas pela inspe¢ao visual dos espectros Raman
(Genis et al., 2021; Zhang; Jiang; Xiong, 2023). Por esse motivo, a interpretagdo dos espectros
foi complementada pela PCA, permitindo identificar diferengas estruturais entre os queijos
industriais e artesanais. Embora a espectroscopia Raman ji tenha sido aplicada na
caracterizacdo de diferentes tipos de queijo, ndo foram encontrados estudos utilizando essa
técnica para investigar a estrutura do queijo Minas Frescal. Dessa forma, a associagdo entre
espectroscopia Raman e PCA representa uma abordagem promissora para a caracterizagao
estrutural e o monitoramento da qualidade desse produto (Acharya; Nair; Abdul Salam, 2026;

Costa et al., 2022; Zhang; Jiang; Xiong, 2023).

Tabela 16 — Atribuicdes vibracionais sugeridas das bandas Raman observadas em matrizes de

queijo Minas Frescal

Numero de onda

(e Atribuigdo Vibracional Atribuicao

cm’

3210 vas(OH) Agua

2931 vs(CH2) Lipidios (Acidos graxos)
2894 vs(CH3) Lipidios (Acidos graxos)

2852 vs(CH2) Lipidios (Acidos graxos)
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1746 v(C=0) de ésteres Lipidios (Triglicerideos)
1650 — 1670 Amida I: v(C=0) Proteinas (Caseina)
1654 v(C=C) (cis-insaturagao) Lipidios
1520 — 1580 Amida II: §(N—H) + v(C—N) Proteinas
1443 O(CH2) e 6(CHs) (scissoring) Lipidios / Carboidratos
1302 0(CHyz) ou t(CH») (twisting/wagging) Lipidios
1200 — 1350 Amida III: 8(N—H) + v(C—N) Proteinas
1263 d(=C—H) em grupos cis Lipidios (Fosfolipideos)
1060 — 1090 v(C—C) alifatico v(C—-0) Lipidios / Lactose
1003 v(C—C) respiragao do anel Amino 4cido (Fenilalanina)
830 — 875 d(C—C—H) e 6(C—0—C) Fosfolipidios / Lactose

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

5.3.2.1 PCA dos Espectros Raman de Queijos Minas Frescal Industriais e Artesanais

A PCA dos espectros Raman, realizada a partir dos espectros médios de cada amostra,
permitiu diferenciar os queijos Minas Frescal industriais e artesanais. A PCA contendo todos os
espectros individuais ¢ apresentada no Apéndice (Figura Al). No grafico de scores médios,
Figura 23, a separagdo entre os queijos industriais (tridngulos vermelhos, A) e artesanais
(quadrados azuis, m) ocorreu principalmente ao longo da PC1 (Figura 22A), responsavel por
62,59% da variancia total. As amostras industriais concentraram-se em valores negativos de
PCl1, enquanto as artesanais distribuiram-se principalmente em valores positivos dessa
componente.

A andlise dos loadings mostrou que a separagdo ao longo da PC1 (Figura 22B) foi
determinada principalmente pela banda em 1443 cm™!, atribuida a deformagio angular (tesoura)
dos grupos CH> e CHs. Essa banda ¢ sensivel ao empacotamento e a organizacdo das cadeias
alifaticas, indicando que a separagdo observada estd relacionada principalmente a organizacio
da fase lipidica, e ndo apenas as diferengas no teor de gordura total (Cui et al., 2025; Genis et
al.,2021).

A PC2 apresentou contribui¢io importante da regido entre 2850 e 2930 cm™! (Figura
22C), associada aos estiramentos simétrico (vs) € assimétrico (vas) dos grupos CH2 e CH3
presentes nas cadeias alifaticas (Oliveira, 2026). Essas bandas estdo relacionadas ao ambiente

conformacional e a mobilidade das cadeias de acidos graxos, o que complementa as
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informacdes obtidas pela banda em 1443 cm™ sobre a organizacgdo da fase lipidicas (Cui et al.,
2025; Genis et al., 2021).

Figura 23 — (a) Grafico de escores da PCA dos espectros Raman médios de queijos Minas

industriais (tridngulos vermelhos, A) vs. artesanais (quadrados azuis, m), (b) loadings da PC1

e (¢) loadings da PC2
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Em conjunto, os resultados da PCA indicam que a separagdo entre os queijos Minas
Frescal industriais e artesanais estd associada as caracteristicas dos sistemas de producdo. Nos
queijos industriais, a maior padronizagdo da matéria-prima e das etapas de processamento,
incluindo o teor de gordura do leite, pode contribuir para a menor variabilidade observada. Em
contrapartida, nos queijos artesanais, a maior variabilidade da matéria-prima e das condi¢des
de producdo pode influenciar a composi¢ao do leite e, consequentemente, a organizagdo da
fragdo lipidica (Costa et al., 2022; Oliveira et al., 2020; Silva et al., 2019).

Esses resultados fornecem uma base para compreender as alteragdes estruturais

observadas durante o armazenamento, discutidas nas segdes seguintes.

5.3.3 Espectroscopia Raman Durante a Degradacio de Queijos Minas Frescal

Embora a espectroscopia Raman tenha sido aplicada na caracterizagdo de diferentes
tipos de queijo, estudos voltados ao monitoramento temporal da degradagdo do queijo Minas
Frescal ainda sdo escassos, especialmente quando comparados os sistemas industrial e
artesanal. A degradagdo do queijo Minas Frescal, bem como os fatores associados a sua
deterioragdo, foi investigada por espectroscopia Raman em amostras industriais e artesanais
armazenadas sob refrigeracdo ao longo de 1, 3, 7, 14, 30 e 60 dias, Figura 23. Todas as andlises
foram realizadas em triplicata. Os resultados da PCA discutidos nesta se¢do foram obtidos
utilizando o espectro médio de cada amostra, enquanto as analises incluindo todos os espectros
individuais sdo fornecidas nas Figuras A2 e A3 do Apéndice.

Sdo apresentados na Figura 22 os espectros Raman brutos obtidos durante a degradagao
do queijo Minas Frescal, com medicdes realizadas em triplicata. As Figuras 23(a) e 23(b)
apresentam os espectros das amostras industrial e artesanal, respectivamente, durante o
armazenamento refrigerado nos dias 1, 3, 7, 14, 30 e 60. A Figura 23(c) apresenta os espectros

obtidos durante o armazenamento em temperatura ambiente, avaliados apds 1, 2, 3 e 4 meses.
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Figura 24 — Espectros Raman brutos (Ao = 1064 nm), sem pré-processamento quimiométrico,

de queijos Minas Frescal durante o armazenamento: (a) queijo industrial e (b) queijo artesanal

sob refrigeragdo, nos dias 1, 3, 7, 30 e 60; e (¢) queijo industrial armazenado
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Os espectros Raman apresentados na Figura 23 exibem as mesmas atribui¢des
vibracionais descritas anteriormente e atribuidas aos principais constituintes do queijo Minas
Frescal (Tabela 16). Esses espectros constituiram a base para as analises por PCA apresentadas
nas segOes seguintes, nas quais foram investigadas as diferengas entre os queijos industriais e

artesanais e as alteragdes estruturais associadas ao armazenamento.
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5.3.3.1 PCA da Degradagdo de Queijos Minas Frescal Industriais sob Refrigera¢do

A degradacao dos queijos Minas Frescal industriais ao longo do armazenamento foi
avaliada por meio das trajetorias temporais observadas nos graficos de PCA, utilizando os
espectros médios de cada amostra. A PCA obtida a partir dos espectros médios ¢ apresentada
na Figura 23, enquanto a analise incluindo todos os espectros individuais ¢ apresentada no
Apéndice (Figura A2). A PC1 explicou 83,15% da variancia total, enquanto a PC2 foi
responsavel por 8,67% (Figura 24A). A alta variancia explicada pela PC1 indica que as
principais mudancgas estruturais ocorridas durante o armazenamento estdo concentradas nesse
componente. A andlise dos loadings mostrou que a PC1 foi determinada principalmente pela
banda em 1443 cm! e na regido de 2850-2930 cm™ (Figura 24B), que apresentaram
contribuicdes de sinais opostos. A banda em 1443 cm! ¢ atribuida a deformac¢io angular
(tesoura) dos grupos CHa, enquanto a regiio de 2850-2930 cm™! corresponde aos estiramentos
simétrico e assimétrico de CH»/CHj3 das cadeias alifaticas. Em conjunto, essas bandas estdo
associadas a organizacdo e ao ambiente conformacional da fase lipidica, indicando que as
principais alteragdes observadas durante o armazenamento envolveram essa fracao (Cui et al.,
2025; Genis et al., 2021).

Nos estagios iniciais (1 e 3 dias), os scores posicionaram-se na regido positiva da PC1,
indicando que a organizagdo da fase lipidica permanecia proéxima a observada no inicio do
armazenamento. A partir do 7° dia, observou-se um deslocamento mais pronunciado ao longo
dessa componente, sugerindo o inicio de modifica¢des estruturais na fase lipidica. Nos estagios
intermediarios e finais (14, 30 e 60 dias), a progressdo continua dos scores em dire¢do a regido
negativa da PC1 indica alteracdes progressivas na organiza¢do e no ambiente conformacional
das cadeias lipidicas. Essas mudangas sdo compativeis com processos de degradagdo lipidica
descritos durante o armazenamento de queijos, nos quais a hidroélise dos triacilglicerdis pode
modificar o ambiente quimico e a organiza¢do das cadeias alifaticas da fracdo lipidica (Genis
et al., 2021; Tarakci; Kucukoner, 2006).

A PC2 apresentou como principal contribuigdo a banda em 1443 ¢cm™ (Figura 24C),
também associada a deformagao angular dos grupos CHz. Embora tenha explicado uma parcela
menor da varidncia total, essa componente evidencia varia¢des secundarias relacionadas a
organizacdo da fase lipidica, complementando as informagdes fornecidas pela PCl. Em
conjunto, esses resultados indicam uma reorganizagao progressiva da fase lipidica durante o

armazenamento, compativel com alteragdes estruturais decorrentes da degradagao do queijo.
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Figura 25 — (a) Grafico de escores da PCA dos espectros Raman médios de queijo Minas
industrial durante a degradacdo sob refrigeracdo (dias 1, 3, 7, 14, 30 e 60), (b) loadings da
PC1 e (¢) loadings da PC2
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5.3.3.2 PCA da Degradagdo de Queijos Minas Frescal Artesanais sob Refrigera¢do

Nos queijos artesanais, os resultados da PCA apresentados na Figura 25 também foram
obtidos a partir dos espectros médios de cada amostra. A PCA individual é apresentada na
Figura A3, no apéndice. A PC1 explicou 70,14% da variancia total, enquanto a PC2 foi
responsavel por 25,39% (Figura 25A). Diferentemente dos queijos industriais, nos quais a
principal fonte de variacio esteve associada a banda em 1443 cm™!, a PC1 dos queijos artesanais
foi influenciada pela regidio de estiramento O-H (3200 - 3400 cm™), indicando que variagdes
no teor de agua da matriz contribuiram de forma importante para a diferenciacdo das amostras
(Figura 25B) (Wu et al., 2023; Zhang, Jiang e Xiong, 2023). A PC2 apresentou contribui¢ao da
banda em 1443 cm™!, atribuida a deformacdo angular (tesoura) dos grupos CHz e CH3, indicando
modificagdes na organizacao da fase lipidica (Figura 25C) (Cui et al., 2025; Genis et al., 2021).

Do ponto de vista temporal, nos estagios iniciais (1 e 3 dias), os scores apresentaram
pequenas variacdes ao longo de ambas as componentes principais, indicando que poucas
alteragdes estruturais ocorreram no inicio do armazenamento. A partir do 7° dia, observou-se
um deslocamento simultaneo ao longo da PCl e da PC2, sugerindo que o processo de
degradacdo passou a envolver tanto a perda de agua (sinérese) quanto modificacdes na
organizagao da fase lipidica. No estagio intermediario (14 dias), essa tendéncia tornou-se mais
evidente, com maior dispersdo ao longo da PC2, indicando alteragdes progressivas na
organizacdo da fase lipidica. Nos estagios finais (30 e 60 dias), os deslocamentos mais
pronunciados ao longo dessa componente foram compativeis com modificagdes estruturais
mais intensas, caracterizadas por alteracdes no empacotamento das cadeias lipidicas e,
consequentemente, na cristalinidade da gordura, definida como o grau de organizagdo dessas
cadeias (Cui et al., 2025; Genis et al., 2021).

De modo geral, a evolucao temporal das amostras ¢ compativel com alteragdes na fase
lipidica descritas durante o armazenamento de queijos (Sangaletti et al., 2009; Tarakci;
Kucukoner, 2006). Durante esse processo, a hidrélise de triacilglicer6is pode modificar a
organizagdo da fase lipidica, contribuindo para as alteragdes observadas nas bandas em 1443
cm’! e na regido de 2850-2930 cm™ (Digvijay et al., 2025; Genis et al., 2021). Nos queijos
artesanais, essas modificagdes podem ser mais pronunciadas em razao da maior variabilidade
da matéria-prima e das condi¢des de produgdo, contribuindo para uma maior instabilidade
estrutural durante o armazenamento (Costa ef al., 2022; Dagostin; Carpine; Masson, 2013).

Embora a refrigeragdo reduza a velocidade dos processos de degradacao, modificagoes

na organizacdo da fase lipidica continuam ocorrendo ao longo do armazenamento. Essas
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alteracdes afetam a cristalinidade da gordura, definida como o grau de organizagdo e
empacotamento das cadeias lipidicas (Cui et al., 2025; Digvijay et al., 2025), bem como a
mobilidade molecular dessas cadeias. Como consequéncia, as bandas associadas ao estiramento
e a deformagdo C-H apresentam modificacdes estruturais relacionadas a perda de frescor

durante o armazenamento (Genis et al., 2021).
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Figura 26 — (a) Grafico de escores da PCA dos espectros Raman médios de queijo Minas

artesanal durante a degradacdo sob refrigeracao (dias 1, 3, 7, 14, 30 e 60), (b) loadings da PC1

e (¢) loadings da PC2
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Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Em conjunto, os resultados mostram que a degradacdo sob refrigeracdo ocorreu de

maneira distinta nos dois sistemas de producao. Nos queijos industriais, as principais alteragdes
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estiveram relacionadas a reorganizagdo da fase lipidica, enquanto nos queijos artesanais a perda
de 4gua e as modificac¢des na organizacdo da fase lipidica contribuiram simultaneamente para
a diferenciagdo das amostras ao longo do armazenamento. Esses resultados demonstram que a
espectroscopia Raman associada a PCA é capaz de acompanhar as mudancas estruturais durante
o armazenamento refrigerado e distinguir os diferentes padroes de degradacdo dos queijos

Minas Frescal industriais e artesanais.

5.3.3.3 PCA da Degradagdo de Queijos Minas Frescal Industriais em Temperatura
Ambiente

A Figura 26 apresenta a PCA dos espectros Raman médios obtidos durante o
experimento de degradag¢do de uma amostra de queijo Minas Frescal industrial armazenada em
temperatura ambiente. A PCA incluindo todos os espectros individuais ¢ apresentada na Figura
A4.

A separagdo das amostras ao longo dos quatro meses de armazenamento (Figura 26A)
indica mudangas estruturais progressivas na matriz do queijo durante o armazenamento em
temperatura ambiente. Essas alteragdes podem ser atribuidas a perda de agua (sinérese) e a
modificacdes na organizacdo da fase lipidica. As principais variagdes espectrais foram
observadas na banda em aproximadamente 1443 cm™ (Figura 26B) e na regidio entre 2800 e
3000 cm™! (Figura 26C), associadas as vibragdes de deformacio e estiramento dos grupos CH
e CHj. Conforme discutido anteriormente, essas bandas sdo sensiveis a alteragdes na
organizacao da fase lipidica e indicam modificacdes progressivas nas cadeias de acidos graxos
durante o armazenamento (Cui et al., 2025; Genis et al., 2021). Em conjunto, os resultados
mostram que a degradagdo da fase lipidica foi mais intensa em temperatura ambiente do que
sob refrigeracdo, em concordancia com a maior velocidade de deterioracdo descrita para o

queijo Minas Frescal nessas condicdes (Sangaletti ef al., 2009; Silva et al., 2019).
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Figura 27 — (a) Grafico de escores da PCA dos espectros Raman médios de queijo Minas

industrial durante a degradacdo a temperatura ambiente (meses M1, M2, M3 e M4), (b)

loadings da PC1 e (c) loadings da PC2
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Fonte: Elaborada pela autora (2026).

Comparando os dois sistemas de armazenamento, observa-se que a refrigeragao retardou

as alteragdes estruturais da fase lipidica, enquanto o armazenamento em temperatura ambiente

acelerou essas modificagdes. Esses resultados refor¢am o potencial da espectroscopia Raman



112

associada a PCA para acompanhar a degradagdo estrutural de queijos Minas Frescal sob

diferentes condi¢des de armazenamento.

5.3.4 Caracterizacdo Fisico-Quimica da Degradacio de Queijos Minas Frescal

Industriais e Artesanais

As analises de pH, calcio i6nico e gordura total foram realizadas nos dias 1 ¢ 60 de
armazenamento refrigerado, com o objetivo de relacionar os resultados fisico-quimicos as

alteragdes estruturais observadas por espectroscopia Raman (Tabela 17).

Tabela 17 — Parametros fisico-quimicos de queijos Minas Frescal industriais e artesanais nos

dias 1 e 60 de armazenamento refrigerado

Industrial Artesanal
Variavel
Dia 1 Dia60 Dial Dia 60
pH 6.74 6.19 6.74 53
Ca(mmol L")  1.52 3 1.18 7
GT (%) 17.5 19 19.25 18

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

O pH diminuiu ao longo do armazenamento em ambos os sistemas de producdo, sendo
a acidificacdo mais intensa nos queijos artesanais. Esse comportamento pode estar relacionado
a maior variabilidade do processo produtivo, as diferencas na matéria-prima € aos processos
bioquimicos (Dagostin; Carpine; Masson, 2013; Sangaletti et al., 2009).

A reducdo do pH favorece a solubilizagdo do célcio da fase coloidal para a fase de soro,
alterando o balanco mineral e a estabilidade da matriz proteica (Feeney; Guinee; Fox, 2002).
Em ambos os tipos de queijo, observou-se aumento na concentragdo de calcio i6nico ao final
do armazenamento, comportamento esperado em condi¢des de maior acidez, nas quais a
solubilizacdo do fosfato de célcio coloidal das micelas de caseina € intensificada (Dagostin;
Carpine; Masson, 2013). Além da acidificacdo, esse aumento pode estar relacionado as
alteracdes na umidade e a sinérese ocorridas durante o armazenamento, que favorecem a

concentragdo de minerais na fase aquosa residual (Silva et al.,2023). Essas alteragdes também



113

podem modificar a organizagdo da matriz de caseina, influenciando sua capacidade de retencao
de 4gua e gordura.

Em relagdo ao teor de gordura determinado por butirometro, observou-se um aumento
aparente no queijo industrial ¢ uma reducao no artesanal. Como essa determinagao é expressa
em base Umida e depende da separacdo da fase lipidica, essas variagdes podem estar
relacionadas as mudangas na retengdo de 4gua e a intensidade da sinérese durante o
armazenamento (Dagostin; Carpine; Masson, 2013; Silva et al., 2023). Altera¢des na acidez
também podem modificar a organizag¢ao da rede de caseina, influenciando a retencao ou a perda
de gordura juntamente com o soro (Feeney; Guinee; Fox, 2002). Assim, as diferencas
observadas provavelmente estdo relacionadas as modificacdes na distribui¢do da agua, a
sinérese e as alteragdes estruturais da matriz durante o armazenamento, que podem influenciar
a determinacdo da gordura em base imida, mais do que a mudancas efetivas no teor total de
lipidios do produto.

Os queijos artesanais apresentaram maiores alteracdes fisico-quimicas ao longo do
armazenamento, caracterizada por maior acidificagdo e maior solubilizacao do calcio. Essas
alteragdes acompanharam as modificagdes estruturais observadas por espectroscopia Raman,
indicando que mudangas no balango mineral ocorreram em paralelo a reorganizag¢do da fase
lipidica durante o armazenamento. Em contrapartida, os queijos industriais apresentaram menor
variagdo nos parametros fisico-quimicos, comportamento compativel com a maior estabilidade

estrutural observada por Raman e com a maior padronizacao do processo produtivo.

5.4 SINTESE DOS RESULTADOS

A espectroscopia Raman associada a PCA permitiu diferenciar os queijos Minas Frescal
industriais e artesanais e acompanhar as alteragdes estruturais ocorridas durante o
armazenamento. De modo geral, os queijos artesanais apresentaram maior variabilidade
espectral e maior instabilidade fisico-quimica ao longo do tempo, enquanto os industriais
exibiram comportamento mais homogéneo e maior estabilidade sob refrigeracao.

As principais alteracdes observadas durante o armazenamento estiveram relacionadas a
organizagdo da fase lipidica e a distribui¢do de dgua na matriz do queijo. As mudangas nas
bandas em aproximadamente 1443 cm™ e na regido entre 2800 e 3000 cm’', associadas aos
grupos CH> e CHj3, indicaram modificagdes na organizagdo da fase lipidica. Nos queijos

artesanais, a regido de estiramento O-H também apresentou contribuicdo importante, indicando
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que a perda de agua decorrente da sinérese exerceu influéncia significativa durante o
armazenamento. Em conjunto, esses resultados sugerem que a degradagdo envolve alteragdes
estruturais na fase lipidica acompanhadas por mudangas na distribuicdo de agua da matriz.
Essas modifica¢des ocorreram em paralelo a redu¢do do pH, ao aumento da concentragdo de
calcio i6nico e as alteracdes fisico-quimicas observadas ao longo do armazenamento, sendo
mais pronunciadas nos queijos artesanais.

A amostra armazenada em temperatura ambiente apresentou alteragdes estruturais mais
intensas do que aquelas observadas sob refrigerag@o, corroborando a influéncia da temperatura
sobre a velocidade das modificagdes estruturais da fase lipidica. Os resultados fisico-quimicos
e espectroscopicos apresentaram comportamento consistente, indicando que a degradacdo do
produto pode ser acompanhada tanto pelas alteragdes estruturais observadas por espectroscopia
Raman quanto pelas mudangas nos parametros fisico-quimicos.

Até onde foi possivel verificar na literatura, este ¢ o primeiro estudo que aplica a
espectroscopia Raman a caracterizacdo estrutural de queijos Minas Frescal, incluindo a
diferenciagdo entre produtos industriais e artesanais € o acompanhamento das alteragdes
estruturais durante o armazenamento. Os resultados obtidos demonstram que a espectroscopia
Raman associada a quimiometria constitui uma ferramenta rapida e ndo destrutiva para a
caracterizacdo e o monitoramento da qualidade desse produto, evidenciando seu potencial para
aplicagdes em controle de qualidade, autenticacdo e monitoramento da estabilidade de queijos
frescos. Como perspectiva, a inclusdo de um numero maior de amostras e a aplicacdo de
métodos quimiométricos supervisionados, como PLS-DA, poderdo contribuir para o
desenvolvimento de modelos mais robustos de classifica¢do e predi¢ao, ampliando o potencial
da espectroscopia Raman para aplicagdes em controle de qualidade e autenticacdo de queijos

Minas Frescal.
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6 CONCLUSOES

Esta tese agregou trés estudos voltados a ciéncia e tecnologia de produtos lacteos,
abordando desde a estabilidade do leite submetido ao processamento UHT até a caracterizagao
estrutural da gordura do leite e de queijos Minas Frescal. Cada capitulo se desenvolveu a partir
de matrizes especificas, dentro dos produtos lacteos, e assim foi possivel compreender como a
composicao e as alteracdes estruturais influenciam as propriedades desses produtos, além de
como diversas ferramentas podem auxiliar nessa analise.

No primeiro estudo, o uso do planejamento de misturas permitiu investigar o efeito
combinado do sal citrato de sddio e diferentes sais de fosfatos na estabilidade coloidal do leite.
Os resultados demonstraram que a combinagdo desses sais gera efeito superior ao seu uso
isolado, chegando em uma formulagdao que melhora a estabilidade térmica do leite para
processamento térmico. Foi validado o modelo matematico proposto, e assim ampliando a
compreensdo sobre a relacdo entre sais quelantes, equilibrio de calcio e a estabilidade do
sistema.

Nos estudos seguintes, a espectroscopia vibracional foi utilizada como ferramenta para
investigar diferentes matrizes lacteas. As espectroscopias Raman e infravermelha, quando
utilizadas para caracterizar as gorduras de leite de vaca, cabra, ovelha e bufala, foram capazes
de identificar variagdes que se relacionam a composi¢do lipidica das diferentes espécies
analisadas. A juncdo desses métodos com a PCA evidenciou que os espectros possuem
informagdes suficientes para classificar as amostras de acordo com sua origem, o que atesta o
potencial dessas abordagens para autenticagdo e controle de qualidade.

A mesma abordagem foi empregada no estudo dos queijos Minas Frescal, no qual a
espectroscopia Raman permitiu diferenciar produtos artesanais e industriais e acompanhar as
modificagdes estruturais ocorridas durante o armazenamento. A alteracao na matriz lipidica e
na distribuicdo de dgua em conjunto com as mudancgas fisico-quimicas ao longo do tempo,
mostraram que a técnica pode ser usada para um monitoramento rapido e ndo destrutivo da
qualidade e deterioragdo desses produtos.

Os trés estudos desenvolvidos nesta tese evidenciam que abordagens distintas podem
fornecer informagdes complementares sobre produtos lacteos. Enquanto o planejamento de
misturas possibilitou compreender e otimizar o efeito dos sais quelantes na estabilidade do leite
destinado ao processamento UHT, a espectroscopia vibracional, associada a quimiometria,
permitiu investigar diferencas estruturais entre gorduras de leite de diferentes espécies e

acompanhar as modifica¢des que ocorrem em queijos Minas Frescal durante o armazenamento.
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Em conjunto, esses resultados ampliam a compreensdo sobre diferentes matrizes lacteas e
demonstram a contribuicdo dessas metodologias para estudos voltados a caracterizacdo, ao
desenvolvimento de produtos e ao controle de qualidade.

Os resultados obtidos podem ser utilizados para a continuidade desta linha de pesquisa.
A utilizacdo de um numero maior de amostras, que contemple diferentes origens e condigdes
de processamento, pode permitir a constru¢do de modelos quimiométricos mais robustos. Além
disso, a aplicagdo de métodos supervisionados, pode ampliar a capacidade de classificagao e
predi¢do das técnicas espectroscopicas, para sua utilizagdo em estudos de autenticacdo e em

aplicagdes voltadas ao controle de qualidade de leite e derivados.
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Figura A1- Grafico de scores da PCA de todos os espectros Raman obtidos dos queijos Minas

Frescal industrial (tridngulos vermelhos, V') e artesanal (quadrados azuis, m); (b) loadings da

PC1; e (c) loadings da PC2.
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Figura A2 — (a) Grafico de scores da PCA de todos os espectros Raman obtidos do queijo
Minas Frescal industrial durante a degradagdo sob refrigeracao (dias 1, 3, 7, 30 e 60); (b)
loadings da PC1; e (c) loadings da PC2.
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Figura A3 — (a) Grafico de scores da PCA de todos os espectros Raman obtidos do queijo
Minas Frescal artesanal durante a degradacao sob refrigeracdo (dias 1, 3, 7, 30 e 60); (b)
loadings da PC1; e (c) loadings da PC2.
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Figura A4 — (a) Grafico de scores da PCA de todos os espectros Raman obtidos do queijo

Minas Frescal industrial durante a degradag@o em temperatura ambiente (meses 1, 2, 3 e 4);

(b) loadings da PC1; e (¢) loadings da PC2.

Scores on PC 2 (15.98%)

+M4

M2 il
%*
*MZ |

1 2 3 4 5 6
Scores on PC 1 (74.39%)

0.1

0.05

Loadings on PC 1 (74.39%)

-0.056

I I I I T I

4000

2500 2000 1500
Wavenumber / cm™

0.15

T

0.05F

Loadings on PC 2 (15.98%)

-0.06

1

T T T 1} T T

i 1 1 1 L 1

4000

3500

3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumber / cm™'

Fonte: Elaborado pela autora (2026).



131

APENDICE B — ARTIGOS PUBLICADOS

a) Artigos

OLIVEIRA, T. L.; CAMPOS, N. S.; PIMENTEL, C. M.; DESIDERIO, E. C. G.; STEPHANI,
R.; OLIVEIRA, L. F. C. Study of the synergistic effect of sodium citrate and phosphates on
the colloidal stability of skim milk under controlled severe heat treatment conditions.
International Journal of Dairy Technology, v. 79, 70137, 2026. https://doi.org/10.1111/1471-
0307.70137

OLIVEIRA, T. L.; OLIVEIRA, G. P.; OLIVEIRA, L. F. C. A new way to identify the
composition of lipids in milk from different animal species by Raman and infrared
spectroscopy. Food and Humanity, v. 6, p. 101009, 2026.
https://doi.ore/10.1016/j.foohum.2026.101009

OLIVEIRA, T. L.; CARVALHO, P. S.; OLIVEIRA, L. F. C.; SILVA, M. A. P. Spectroscopic
studies of calcium coacervate polyphosphates containing Te(VI) and its decomposition.
Spectroscopy Letters, v. 59, n. 6, p. 654-661, 2026.
https://doi.org/10.1080/00387010.2025.2543945

SILVA, J. G. F.; CERQUEIRA, I. H.; PARIS JUNIOR, J. A.; SILVA, L. H. D.; COLTURATO,
V. M. M,; FERNANDES, P. A.; OLIVEIRA, T. L.; DAMETTO, A. C.; DIAS, D. S;
RIBEIRO, C. A.; OLIVEIRA, L. F. C.; BARUD, H. S.; RESENDE, F. A. Production of
biopolymers from watermelon mesocarp: structural characterization, cytogenotoxicological
safety, and antioxidant activity. Journal of Food Science and Technology, v. 62, p. 885-896,
2025. https://doi.org/10.1007/s13197-024-06076-z

FREIRE, A. L.; LIMA, L. R.; CANDIDO, I. C. M.; SILVA, L. G.; RIBEIRO, S. J. L.;
CARRILHO, E.; OLIVEIRA, T. L.; OLIVEIRA, L. F. C.; BARUD, H. S.; OLIVEIRA, H. P.
Metal-Free, Bio-Triboelectric Nanogenerator Based on a Single Electrode of Bacterial
Cellulose Modified with Carbon Black. Nanoenergy Advances, v. 4, n. 1, p. 110-121, 2024.
https://doi.org/10.3390/nanoenergyadv4010006




132

b) Artigos submetidos

OLIVEIRA, T. L.; OLIVEIRA, G. P;; PEIXOTO, L. P. F.; MOREIRA, J. H. P.; STEPHANI,
R.; EDWARDS, H. G. M.; OLIVEIRA, L. F. C. Raman spectroscopy combined with
chemometrics in the analysis of artisanal and industrial Minas Frescal cheeses from Brazil.

Submetido a International Dairy Journal, 2026.



