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Resumo: A composic¢do nutricional dos alimentos é um requisito previstos em legislacdes
no Brasil para garantir a qualidade do produto. Para avaliar se um alimento atende as
exigéncias determinadas pelos 6rgdos fiscalizadores sdo necessérias andlises fisico-
quimicas. Para algumas analises, como teor de umidade e proteinas em queijos, 0s
métodos oficiais sdo trabalhosos e demorados, 0 que desperta a procura por métodos
alternativos. Nesse sentido, o presente trabalho consiste em apresentar os diferentes
métodos alternativos para determinacdo de umidade e proteinas em queijos, bem como
suas vantagens e desvantagens comparado aos métodos oficiais. A revisao bibliografica
foi baseada em métodos referéncia da International Organization for Standardization
(1S0), artigos de validacdo de métodos de proteinas e umidade em queijos e/ou derivados
lacteos e revisdes sobre os métodos. Dentre 0os métodos alternativos para determinar
umidade em queijos podem ser utilizados a radiacao infravermelha e micro-ondas, tendo
como vantagens o tempo de analise, no entanto o método deve ser previamente validado
para o produto. Em relag&o as proteinas, os métodos de Lowry, Bradford, BCA, Absorcéao
no ultravioleta e Biureto podem ser utilizados como alternativos, no entanto sera
necessaria uma etapa de preparo de amostra para extragdo da proteina do queijo antes de
realizar a quantificacéo, e essas etapas devem ser validadas para garantir a confiabilidade
da andlise.

Palavras-chave: Analise de Alimentos. Métodos alternativos. Queijo. Composicao.

Abstract: The nutritional composition of food is a requirement established by Brazilian
legislation to guarantee the quality of the product. Physicochemical analysis is required
to determine whether a food product meets the requirements set by regulatory agencies.
For some analyses, such as moisture and protein content in cheeses, the official methods
are laborious and time-consuming, prompting the search for alternative methods. In this
sense, the present work consists in presenting the different alternative methods for the
determination of moisture and protein in cheeses, as well as their advantages and
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literature review was based on the
reference methods of the International Organization for Standardization (1SO), articles on
the validation of protein and moisture methods in cheese and/or dairy products, and
reviews of the methods. Alternative methods for determining moisture in cheese include
infrared and microwave, with the advantage of analysis time, but the method must be
validated for the product. For proteins, the Lowry, Bradford, BCA, ultraviolet absorption
and biuret methods can be used as alternatives, but a sample preparation step is required
to extract the protein from the cheese prior to quantification, and these steps must be
validated to ensure the reliability of the analysis.

Keywords: Food Analysis. Alternative methods. Cheese. Composition.

1 INTRODUCAO

Os produtos lacteos, derivados do leite como, queijos e iogurtes, sdo altamente
consumidos no Brasil, sendo em média 32,2 kg de laticinios consumidos pelos brasileiros
ao ano (SIQUEIRA, 2021). De acordo com Siqueira (2019), o segundo segmento mais
evidente da inddstria de alimentos brasileira € o de laticinios. Tendo em vista a
importancia tanto cultural, quanto econémica dos lacteos no pais e consequentemente a
alta producéo e o consumo desse tipo de alimento, faz-se necessario métodos que validem
as propriedades, valor nutricional e caracteristicas fisico-quimicas destes (FUNG, 2017).
A determinacéo de dois componentes, umidade e proteinas, é de extrema importancia na
area de alimentos. O controle destes macrocomponentes em produtos lacteos estdo
previstos na regulamentacdo do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) que possui 0s Regulamentos Técnicos de Identidade e Qualidade de Produtos
de Origem Animal (RTIQ), nos quais determinam 0s requisitos de qualidade para cada
derivado lacteo (MAPA, 1996).

A umidade diz respeito a 4gua presente em um produto, sendo necessario determinar o
seu teor no alimento por varios motivos, como no procedimento das proximas etapas do
processamento do alimento, o que inclui a escolha da embalagem de armazenamento e o
modo de estocagem. Isto tendo em vista que dependendo do teor de umidade no alimento,
ele possibilita aces enzimaticas e desenvolvimento microbiano (MATTHEWS; KNIEL;
MONTVILLE, 2017). Outro macrocomponente muito importante em alimentos € a
proteina, pois no que tange a parte nutricional, o ser humano necessita das proteinas em

diferentes processos metabolicos (NELSON; COX, 2022). Além disso, as proteinas
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interferem na textura dos alimentos, bem como em suas propriedades organolépticas
(Kinsella; Melachouris, 1976).

Com isso, pode-se concluir que métodos de andlise contribuem na determinacdo da
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qualidade e da vida 0til do alimento, sendo esses requisitos de extrema relevancia tanto
para suprir as exigéncias industriais quanto para o conhecimento do consumidor sobre as
informagdes nutricionais do produto (RUNHO, 2001).

Os métodos oficiais para determinacao de umidade e proteinas em queijos sdo em estufa
(ISO 5534, 2004) e Kjeldahl (ISO 8968-1, 2014), respectivamente. J& os métodos
alternativos para determinacdo de umidade sé&o infravermelho (PAZ, SILVA, 2018) e
microondas (ARAUJO, 2015). Ja para proteinas sdo: Biureto (ZAIA, ZAIA, LICHTIG,
1998), Breadford (ZAIA, ZAIA, LICHTIG, 1998), Lowry (ZAIA, ZAIA, LICHTIG,
1998), BCA (&cido bicinchoninico) (ZAIA, ZAIA, LICHTIG, 1998), e absor¢do no
Ultravioleta (ZAIA, ZAIA, LICHTIG, 1998).

No entanto, para substituir um método oficial por um método alternativo € necessario
valida-lo, para isso sdo utilizados alguns parametros de validacdo preconizados na RDC
n° 166 de 2017 (BRASIL, 2017). Portanto, o objetivo foi esclarecer as vantagens e
desvantagens dos diferentes métodos existentes, tanto oficiais quanto alternativos, de
determinacdo de umidade e proteinas em queijos. 1sso, tendo em vista 0 interesse e
necessidade, por tais métodos e consequentemente a demanda por estudos comparativos,

0S quais séo escassos na literatura.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Metodologia

O método utilizado para a revisao desse trabalho foi pesquisa bibliografica em ISO, livros
renomados na area de métodos analiticos em alimentos e artigos cientificos que utilizaram
métodos alternativos comparado aos oficiais e de revisdo de métodos. As bases de dados,
onde se realizou as pesquisas, foram: Google Académico, PubMed, SCieL O, Elsevier e
Scopus. Para a pesquisa utilizou-se uma combinacdo de palavras-chave relevantes, como
"métodos oficiais"”, "métodos alternativos", "umidade em queijos", "proteinas em queijos"

e suas variagoes.
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A selecdo dos artigos e documentos também foi baseada em critérios de relevancia e
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qualidade sobre o assunto. N&o houve restricdo dos anos em que tais materiais foram
publicados, visto que boa parte sdo documentos antigos que estdo vigentes até os dias

atuais.

2.2 Queijos

Um dos produtos lacteos mais consumidos no mundo e, inclusive, no Brasil é o queijo,
tendo um percentual de consumo de 15% de acordo com a FIL/IDF (2020), o que é um
valor significativo, tendo em vista a porcentagem do consumo mundial de outros
derivados lacteos. No pais, o consumo do queijo sé fica atras do leite fluido, segundo
pesquisa de orcamentos familiares do IBGE (2020), ou seja, € um alimento de grande
representatividade para os brasileiros. Estudos, como o da empresa Tetra Pak (2021),
mostram que houve um aumento de 46% em relacdo ao consumo de queijos, durante a
pandemia, pela populacdo brasileira. Além disso, a pesquisa revela que a percepc¢éo das
pessoas em relacdo ao produto como sendo um propulsor do bem-estar devido suas
propriedades benéficas (alto teor de proteinas e calcio) também contribuiu na alta do
consumo.

Queijo é definido como produto fresco ou maturado obtido através da separagéo parcial
do soro do leite ou leite reconstituido (integral, parcial ou totalmente desnatado), ou de
soros lacteos, coagulados pela agéo fisica do coalho, de enzimas especificas, de bactérias
especificas, de acido organicos, isolados ou combinados, todos de qualidade apta para
uso alimentar, com ou sem agregacdo de substancias alimenticias e/ou especiarias e/ou
condimentos, aditivos especificamente indicados, substancias aromatizantes e matérias
corantes (MAPA, 1996).

Segundo a Portaria MAPA n° 146, de 07 de marco de 1996 - Regulamentos Técnicos de
Identidade e Qualidade dos Produtos Lacteos, os queijos sao classificados de acordo com
0 contetdo de umidade, sendo queijos de baixa umidade (até 35,9%), média umidade
(entre 36,0% e 45,9%), alta umidade (entre 46,0 e 54,9%), muito alta umidade (ndo
inferior a 55,0%).

Dessa forma, a preocupacdo em relacdo a caracterizacdo desse produto é de extrema
importancia para atender as legislacBes. Além disso, é obrigatério na rotulagem dos

produtos apresentar o teor de proteinas, bem como de outros constituintes do queijo
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(BRASIL, 2022). Portanto, determinar tanto umidade como proteinas em queijos é um
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procedimento rotineiro para a industria produtora e pesquisa, justificando novamente a
busca por melhores alternativas de determinacéo desses componentes que ndo demandam

de tantos recursos e tempo.

2.3 Método oficial e alternativos de umidade

O método de secagem em estufa é baseado na remocgédo da agua e substancias volateis por
aguecimento, sendo o ar quente absorvido por uma camada muito fina do alimento e entdo
conduzido para o interior por conducdo. O residuo seco, obtido apds massa constante,
representa os solidos totais da amostra (MAPA, 2006).

Para realizacdo do método é necessario a utilizagdo da estufa em alta temperatura
(102 °C) para retirar toda a agua presente na amostra. Além disso, é importante o uso de
areia purificada em conjunto com a amostra, pois ela atua evitando a cristalizacdo de
acucares presentes no alimento que impedem a passagem da agua e consequentemente a
obtencdo do valor correto de umidade. As capsulas de aluminio, de tamanho
25mmX80mm, devem ser inseridas na estufa por 3 horas para se ambientarem (ISO
5534:2004, 2004). E importante pesar as capsulas vazias para os calculos finais. Apos
isso, deve-se inserir de 3g a 5g de amostra e 20g de areia em cada capsula. E importante
ressaltar que a areia deve ser purificada através de um processo com dois reagentes: acido
sulfirico, nitrato de prata, além de elevado aquecimento. Esse procedimento é necessario
a fim de minimizar, ao maximo, variagdes no resultado final. Deixar, inicialmente, 4h na
estufa, depois transferir para o dessecador até estabilizar a temperatura e realizar mais
uma pesagem. Deve-se deixar na estufa por mais 1h e ir realizando pesagens até a
estabilidade, pois isso indicard que toda umidade foi retirada. Por fim, é necessério
realizar os calculos para determinar a umidade em porcentagem.

Dentre os métodos alternativos para determinar umidade em queijos ha um que libera a
radiacdo infravermelha através de um difusor de calor, sendo nesse caso uma lampada.
Essa radiacdo adentra a amostra agilizando sua secagem. 1sso ocorre devido ao fato das
moléculas, constituintes daquele alimento, absorverem essa energia e com isso entrarem
em vibragdo gerando, consequentemente, calor (RABELLO et al., 2021). Esse processo
ocasiona o aquecimento e com isso a “saida” da agua daquele alimento. Para a realizacao

desse método ha equipamentos especializados como a balanga infravermelha. Esse
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possuir essa lampada (com 250 a 500 watts) de radiacdo infravermelha (CECCHI, 2003).
Outros trabalhos utilizaram esse método para determinar umidade em geleia real (Garcia;
Almeida, 2002), secagem de frutas (banana) (Rabello et al, 2021), umidade em graos
(arroz) (Paz et al, 2018), umidade em doces (balas) (Hoppe; Mallmann; Oliveira, 2015),
todos apresentando bons resultados e vantagem, principalmente, em relacdo ao tempo,
que segundo Cecchi, 2003, reduz em um terco o tempo necessario para eliminar toda a
agua.

Outro método a ser mencionado é o do forno micro-ondas, que funciona através de ondas
que interagem diretamente com as moléculas de dgua, sendo possivel remové-las em um
tempo e poténcia determinada. Esse método pode ser associado ao da radiacdo
infravermelha, pois também se refere a uma radiacéo de alta frequéncia (ARAUJO, 2015).

Na tabela 1 estdo apresentadas as vantagens e desvantagens dos métodos mencionados.

Tabela 1 — Comparagdo dos métodos de determinacéo de umidade

METODO VANTAGENS DESVANTAGENS REFERENCIA
Estufa - Valida vérias amostras | - Lentiddo para poucos (CECCHI, 2003)
de uma vez testes
- Agilidade para muitos | - H& fatores que podem
testes influir no resultado
- Simples manuseio - Né&o utilizado em
amostras com alto teor de
substancias volateis
- Necessita, geralmente,
de areia acompanhada da
amostra, a fim de evitar
formacdo de crosta
Radiacéo - Agilidade para poucos | - Valida uma amostra por | (PAZ e SILVA, 2018)

Infravermelha

testes

vez

- Lentiddo para muitos

testes
Micro-ondas - Mais rapido e simples | - Amostras sujeitas a (ARAUJO, 2015)
que a estufa incineracédo
- Possui distribuicdo | -  Resultados  menos
uniforme do calor por | eficazes
toda amostra, o que evita | - Adequar tempo e

a formacdo de crosta na

superficie

poténcia para cada tipo de

amostra

Fonte: Autoria propria, 2023
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A legislacéo brasileira ndo preconiza teor minimo de proteinas em queijos, porém o teor
de proteinas pode variar conforme o tipo de queijo. A proteina predominante no queijo é
a caseina que é precipitada durante o processo de coagulacéo do leite. Ela fica concentrada
na massa, e 0s consumidores, em busca de obterem tais proteinas em sua dieta diaria,
consomem 0 queijo. (ZHENG; SHI; WANG, 2021). Além disso, queijos maturados
sofrem alteracdes organolépticas devido ao processo de protedlise, que é a degradagéo de
proteinas. Portanto, mensurar o teor de proteina na massa do queijo é importante nesse
processo tecnoldgico. (FURTADO, 2022).

O método Kjeldahl determina a matéria nitrogenada total de uma amostra. A técnica,
baseia-se na transformacdo do nitrogénio presente na amostra em sulfato de amoénio
através da digestdo com acido sulfdrico e posterior destilagdo com liberacdo da amonia,
que é fixada em solugdo de acido bdrico e em seguida titulada com solucédo de acido
sulfurico ou cloridrico (MAPA, 2006).

Nesse sentido, 0 método possui trés etapas principais: digestdo, destilacdo e titulacdo
(SOUZA et al., 2016). Inicia-se pelo processo de digestdo que consiste na quebra das
ligacdes peptidicas que constituem as proteinas a fim de separar o nitrogénio e com isso
ser possivel determinar a quantidade destas. Essa hidrélise ocorre devido a reacdo do
acido sulfurico e alta temperatura com a amostra, além de catalisadores — também
conhecido por mistura catalitica (sulfato de sodio anidro e sulfato de cobre penta
hidratado) - para acelerar o processo, possibilitando que ele ocorra em temperaturas
menores, realizando, assim, a reducdo do nitrogénio e transformando-o em sulfato de
amonio (I1SO 8968-1, 2014). Apos isso, a outra etapa desse metodo € utilizar o destilador
de nitrogénio e indicadores de pH, como o indicador misto junto ao acido boérico e a
fenolftaleina na amostra digerida.

No destilador de nitrogénio a diferenca no ponto de ebulicdo das substancias faz com que
0 nitrogénio (amonia) se separe do restante dos componentes da amostra, como 0
hidroxido de sddio, e com isso fique concentrado para sua quantificacdo. O nitrogénio
(ambnia) se unird a solugdo de &cido bdrico e indicador misto mudando a coloracéo

devido a diferenga de pH e formaré borato de amonia. Por fim, é necessario realizar a
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a solucdo mudar de cor por diferenca de pH.

Apos, com o volume do acido gasto na titulacdo, o teor de nitrogénio é calculado e
posteriormente a conversao do nitrogénio em teor de proteinas. Como ha alimentos com
diferentes tipos de proteinas, os valores de conversdo sdo especificos para cada grupo de
alimentos. No caso dos produtos lacteos o fator ¢ de 6,38.

Como foi verificado anteriormente, o0 método oficial de Kjeldahl apresenta varias
desvantagens, como o uso de muitos reagentes caros e em grandes quantidades, além do
tempo necessario para realizar a analise, geralmente, mais de um dia. Portanto, métodos
alternativos estdo sendo estudados. A Tabela 2 apresenta as vantagens e desvantagens dos

principais métodos para determinar proteinas em produtos lacteos.

Tabela 2 — Comparacdo dos métodos de determinacgdo de proteinas

METODO VANTAGENS DESVANTAGENS REFERENCIA
- Baixo custo - Demorado (SOARES, 2013)
- Facil manuseio - Utiliza reagentes
Kjeldahl - Preciso COrrosivos

- Aplicavel a todos tipos

de alimentos
- Alta sensibilidade - Sujeito a muitas (ZAIA, ZAIA,
Lowry interferéncias LICHTIG, 1998)
- Reagentes de alto custo
- E mais réapido e sensivel | - Pouca efetividade com (ZAIA, ZAIA,
Bradford que o de Lowry baixos pesos moleculares LICHTIG, 1998)
de proteinas
- Reagente de alto custo
- Mais simples no | - Dependéncia da (ZAIA, ZAIA,
preparo dos reagentes temperatura de incubacéo LICHTIG, 1998)

- Téo sensivel quanto o | das amostras

BCA método de Lowry - Variacéo da
- Relativamente répido absortividade especifica
para diferentes proteinas

- Variacdo da absorbancia

com o tempo
Absorcéo no - E répido - Sujeito a muitas (ZAIA, ZAIA,
ultravioleta - Ndo destr6i a amostra | interferéncias LICHTIG, 1998)
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- E répido - N&o é muito sensivel (ZAIA, ZAIA,
- Utiliza reagentes de LICHTIG, 1998)
baixo custo
Biureto - N&o apresenta grande
variacéo da
absortividade especifica
para diferentes proteinas

Fonte: Autoria propria, 2023

Pesquisas utilizando tais métodos para determinacdo de proteinas, com diferentes
finalidades e amostras, ja foram realizadas. No método Lowry utiliza-se uma mistura
contendo molibdato, tungstato e &cido fosférico (reagente Folin-Ciocalteau), que sofre
reducdo na presenca de proteinas em meio alcalino e na presenca de cobre (II). O
composto formado tem absor¢do maxima em 750 nm. O mecanismo de reducao envolve
a doacdo de elétrons por aminoacidos especificos ou unidades peptidicas (ZAIA, ZAIA,
LICHTIG, 1998). Esse método ja foi utilizado para determinar proteinas em amostras
provenientes de estacdes de tratamento de efluentes sanitarios (MIWA; FALCO;
CALIJURI, 2008) e na quantificacdo do processo de biodegradacdo de naftaleno
(MAGALHAES, 2005). O método Bradford baseia-se na interacdo entre o corante
Coomassie Brilliant Blue G-250 e proteinas que contém aminoécidos béasicos ou
aromaticos. A interagdo provoca uma mudanca na forma do corante para sua forma
anibnica, que absorve fortemente em 595 nm. A intensidade da cor esta relacionada a
concentracdo de proteinas (ZAIA, ZAIA, LICHTIG, 1998). Ja o método de Biureto,
consiste na reacdo do reativo de biureto com proteinas em meio alcalino, formando um
complexo estavel de cobre. A intensidade da cor resultante € proporcional a concentragdo
de proteinas na amostra. A absorcao é medida preferencialmente em 540 nm, embora haja
uma banda em 270 nm que aumenta a sensibilidade, mas é mais suscetivel a
interferéncias. (ZAIA, ZAIA, LICHTIG, 1998). Os métodos Bradford e Biureto foram
testados na area de alimentos, nesse caso, em leite cru (POLETTI, 2016) obtendo-se
valores assertivos. O método de Absorcao no Ultravioleta atua na absor¢do de proteinas
na regido de 280 nm (devido a aminoacidos aromaticos) e abaixo de 220 nm (devido a
ligacdo peptidica). A absorcdo em 280 nm é especialmente significativa para triptofano,

tirosina e cistina em pH neutro. O método Smith ou BCA envolve a reagdo de cobre (1)
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com protél'nas em meio alcalino, resultando na form::t(;éo de cobre (1) e na formacéo de
um complexo com o BCA, que absorve fortemente em 560 nm. Estudos sugerem a
formacdo de intermediarios de cobre (I11), mas a compreensdo precisa do mecanismo
requer mais investigagdo. (ZAIA, ZAIA, LICHTIG, 1998). A andlise em 6leo de milho
por BCA (FERREIRA et al, 2019) também mostrou bons resultados na determinacéo de
proteinas. 1sso demonstra a abrangente aplicabilidade desses métodos e sua preferéncia,

devido a suas vantagens de custo e tempo, comparado ao método oficial.

2.3 Validagdo de métodos alternativos

No entanto, para substituir um meétodo oficial por um alternativo é necessario validar.
"Validacgéo é o processo de definir uma exigéncia analitica e confirmar que o método sob
investigacdo tem capacidade de desempenho consistente com o que a aplicacdo requer”
(EURACHEM WORKING GROUP, 1998). Esse cuidado se deve aos possiveis
problemas que podem surgir com resultados ndo confiaveis provenientes de tais métodos
(RIBANI, 2004).

Para realizar essa avaliagdo nos procedimentos alternativos séo estabelecidas diretrizes
por um 6rgdo regulador, a fim de determinar se 0 método analisado é adequado ou nédo
para uma amostra. No Brasil, a agéncia reguladora é a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), e na RDC 166 preconiza os parametros a serem avaliados em um
método analitico. Dentre os parametros analiticos necessarios para validacdo de um
método estdo a seletividade, precisdo, exatidao, robustez, linearidade, limite de deteccdo
e de quantificacdo (RIBANI, 2004). Na validacdo de método de umidade em queijos
foram avaliados os parametros de exatiddo e precisdo (MARQUES, 2015).

A precisdo € definida pelo desvio padrdo absoluto. Esse desvio representa a
disparidade/discrepancia entre os valores obtidos de amostras semelhantes. O valor aceito
no desvio padrdo absoluto é de 1 a 2% (RIBANE, 2004). Para determinar a precisao de
um método sdo realizadas repeticdes das analises utilizando a mesma amostra.

Ja a exatidao, consiste na comparacao e respectiva conformidade dos resultados de um
método alternativo e os resultados de um método validado, ou seja, um valor de referéncia
(RIBANI, 2004) ou com a comparagdo dos métodos alternativos com os oficiais
(BRASIL, 2017).
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Os demais parametros sdo definidos conforme suas caracteristicas e finalidade. A

robustez refere-se a capacidade do método de fornecer resultados confidveis mesmo
diante de pequenas variagcbes nas condi¢cOes experimentais, como mudangas na
temperatura, no pH, ou na composi¢do da amostra. (RIBANI, 2004). A seletividade diz
respeito a capacidade do método em identificar e quantificar a substancia de interesse na
presenca de outras substancias interferentes, sem que estas interfiram nos resultados.
(RIBANI, 2004). A linearidade indica a capacidade do método de gerar uma resposta
proporcional a concentracdo (ou quantidade) do analito ao longo de uma faixa de
concentracdo especifica, demonstrando a relagcdo linear entre a resposta analitica e a
concentracdo do analito. (RIBANI, 2004). O limite de deteccdo (LOD) € a menor
quantidade de analito que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada, pelo
método analitico, definida como o nivel de sinal que estd acima do ruido de fundo, mas
ainda ndo é quantificavel com precisdo. (RIBANI, 2004). O limite de quantificacdo
(LOQ) representa a menor quantidade de analito que pode ser quantificada com precisao
e exatiddo pelo método analitico, sendo definida como a concentracdo minima do analito

que pode ser determinada com uma incerteza aceitavel.

3 CONCLUSOES

Diferentes métodos alternativos podem ser utilizados para determinar tanto umidade
como proteinas, no entanto para a escolha do método, seja oficial ou alternativo, deve ser
avaliada as caracteristicas de cada um. Nao ha como definir o melhor método, pois cada
um se adequa a uma amostra ou necessidade e para escolher o que terd o melhor custo
beneficio deve-se avaliar o tipo de amostra, tempo de analise, custo, recursos,
conhecimento e finalidade. Além disso, para utilizar um método alternativo deve ser

validado para a amostra.
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