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Method for the preparation of samples of Requeij@emoso for Scanning Electron

Microscopy analysis (SEM).

1. RESUMO

Microscopia é um dos procedimentos de andlises fisico-quimicas e
mostra a distribuicdo espacial de componentes corpusculares e a estrutura global
de ingredientes e produtos. A microscopia eletrdnica tem sido usada para estudar a
microestrutura dos componentes individuais de produtos lacteos como micelas de
caseina e glébulos de gordura, e mudancas nestes componentes sozinhos ou por
interacdo com ingredientes durante o processo de fabricacdo. Este trabalho
apresenta uma metodologia de preparo de amostra desenvolvida e adaptada para
requeijdo cremoso a partir de metodologias utilizadas para queijo processado, com
0 objetivo de avaliar a microestrutura do referido produto pela técnica de
Microscopia Eletronica de Varredura (SEM). Os resultados obtidos para uma
amostra de requeijdo cremoso avaliada sugerem que o método proposto neste
trabalho pode ser empregado no preparo de amostra deste tipo de produto, para
posterior exame e avaliacdo pela técnica de Microscopia Eletronica de Varredura
(SEM).
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2. INTRODUCAO

Microscopia é um dos procedimentos de analises fisico-quimicas e mostra a
distribuicdo espacial de componentes corpusculares e a estrutura global de
ingredientes e produtos. A microscopia eletrénica estende a resolugcédo a diversos
nandmetros (Inm = 1 x 10°m). Devido ao alto custo do microscépio e dos
equipamentos auxiliares, o microscopio eletrénico ainda ndo € usado em analises
de rotina na industria de alimentos, sendo usado em pesquisas e
desenvolvimentos, contribuindo para caracterizagdo estrutural do material sob
estudo e para correlacionar a estrutura e as propriedades fisicas dos alimentos
(KALAB, 1993).

Na técnica conhecida como Microscopia Eletronica de Varredura ou SEM
(sigla em inglés para “Scanning Electron Microscopy”), um feixe de elétrons muito
fino é focalizado na superficie da amostra. Alguns destes elétrons séo refletidos e
outros podem originar elétrons de muito baixa energia (secundérios) a partir da
camada de ouro que reveste a amostra. Estes elétrons secundarios de baixa
energia produzem uma imagem que € observada em um monitor e fotografada
usando uma camera acoplada, de acordo com o esquema mostrado na Figura 1
(KALAB, 2000). A técnica SEM mostra a superficie da amostra, e € utilizada para
visualizar em detalhes objetos tridimensionais, como por exemplo, a rede de

proteinas em queijos.
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Figura 1. Esquema do funcionamento do sistema do Microscopio Eletrénico de
Varredura — SEM (KALAB, 2000).



Em geral, produtos lacteos podem ser divididos em dois grupos com
relacdo a sua composi¢cdo: um consiste principalmente de proteinas do leite, que
sdo caseinas e soro-proteinas e o outro de gordura. Em sua maioria, 0s queijos
sdo compostos de ambos, proteinas e gordura, e por isso requerem procedimentos
especiais dependendo do objeto de interesse. Quando a microestrutura de
produtos lacteos € estudada por microscopia eletrdnica, a composicdo do produto
€ levada em consideracdo antes da técnica adequada ser selecionada.

Microscopia eletrénica tem sido usada para estudar a microestrutura dos
componentes individuais de produtos lacteos, como micelas de caseina e glébulos
de gordura, e mudancas nestes componentes sozinhos ou por interacdo com
ingredientes durante o processo de fabricacdo. Micelas de caseina sdo agregadas
no leite durante a producdo de queijos e globulos de gordura sdo aprisionados no
coagulo. No estudo de microscopia por SEM é necessario remover a gordura da
amostra. No preparo da amostra o queijo € fixado em solucdo de glutaraldeido,
pos-fixado com OsO,, desidratado em uma série alcodlica, desengordurado com
cloroférmio e seco em ponto critico (COHEN, et al., 1981).

Na metodologia SEM o glutaraldeido é o fixador mais comumente usado,
porém fixa somente as proteinas. As concentracfes usadas variam dentro de uma
ampla faixa, assim como a duracdo da fixacao. Lipidios insaturados em alimentos
podem ser fixados usando tetréxido de 6smio apds a fixacdo com glutaraldeido. O
tetroxido de 6ésmio reage com as duplas ligacbes dos &cidos graxos insaturados,
levando a formacao de um diol e trioxido de ésmio, sendo que o 6smio é facilmente
removido por hidrélise. A fixacdo com glutaraldeido e pés-fixacdo com tetroxido de
O6smio preservam as membranas dos globulos de gordura que sdo compostas de
lipoproteinas. O alto teor de gordura ou a presenca de glébulos de gordura muito
grandes em produtos lacteos pode causar dificuldades durante o fraturamento da
amostra. A gordura (lipidios) é parcialmente fixada durante a poés-fixagdo com
tetréxido de 6smio. A falta de um fixador de gordura, ou seja, a ndo pés-fixacao
com tetroxido de 6smio pode levar a presenca de residuos de gordura na amostra
na forma de minusculos glébulos (KALAB, 2000).

Produtos com alto teor de gordura como queijos, preparados para serem
analisadas pela técnica SEM na forma seca, sdo geralmente desengordurados,
pois a gordura presente na amostra pode causar varias dificuldades, como por
exemplo escurecer a matriz protéica. A gordura pode ser extraida com acetona
durante a desidratacdo da amostra, com uma mistura de éter de petréleo e éter
etilico ou com cloroférmio. No caso de se utilizar o cloroférmio, apdés a

desidratacdo o0 mesmo deve ser substituido por alcool, acetona ou acetato, os



guais por serem misciveis em CO, liquido faciltam a secagem posterior da
amostra. A amostra é desidratada em uma série alcodlica gradual, desengordurada
em solvente (acetona) e seca em ponto critico em CO2. Como a secagem pode
alterar a microestrutura original do produto, a rede protéica deve ser primeiramente
fixada (COHEN, et al., 1981).

A secagem em ponto critico, ou do termo em inglés Critical-Point Drying
(CPD) é uma técnica apropriada para secagem da maioria dos produtos lacteos
qgue tenham sido previamente fixados e desidratados em série gradual com etanol
ou acetona. Esta técnica € baseada na conversdao do CO, liquido, no qual a
amostra desidratada € imersa em um sistema fechado e com o qual é
gradualmente impregnada, para forma gasosa pelo aumento da temperatura acima
do ponto critico. Acima desta temperatura o CO, existe somente como um géas. A
CPD é conveniente para a maioria dos produtos lacteos compostos principalmente
por proteina e ndo deve ser usada em produtos que contenham amidos
gelatinizados. A gordura também pode ser afetada durante a CPD devido ao fato
do solvente orgénico e do CO, liquido apresentarem propriedades lipofilicas,
portanto é necessario desengordurar a amostra de produtos com alto teor de
gordura antes de se efetuar a secagem em ponto critico (COHEN, et al., 1981).

As amostras secas sao fraturadas antes de serem montadas em “stubs” de
aluminio para SEM (Figura 2a). A fratura é feita manualmente com o auxilio de um
microscopio de baixo aumento dotado de um foco de luz para facilitar a operacao.
Uma lamina é comprimida na borda da amostra e esta € quebrada, ou,
alternativamente, a amostra pode ser rompida pressionando-se as extremidades
com o auxilio de duas pingas. Os fragmentos da amostra sdo, a seguir, montados
em “stubs” para SEM utilizando-se um cimento condutivo de prata coloidal;
também foi relatado o uso de outros agentes para colagem, como brilho para
unhas (esmalte) misturado com carbono (grafite). A importancia de se usar o
cimento de prata com uma consisténcia apropriada se deve ao fato de que um
cimento fino ou fraco demais pode penetrar no fragmento seco e este se rompetr,
ao passo que um cimento grosso ou denso demais pode ndo colar ou fixar o
fragmento ao “stub” com seguranca ou firmeza suficiente para proporcionar uma
superficie condutora continua. Para examinar a amostra pela técnica SEM, a
mesma deve ser eletricamente condutora. Substancias biolégicas em geral
apresentam dois problemas na aplicacdo da técnica SEM: a agua deve ser
removida sem destruir a estrutura e a amostra deve ser condutivel. Porém, como
material biolégico ndo é condutivel, isto pode ser conseguido por procedimentos

guimicos no qual a amostra € impregnada com ésmio ou, mais freqiientemente,



por revestimento fisico com ouro (Figura 2b), ouro-palddio, platina, ou iridio;

geralmente ambos os procedimentos sdo combinados (COHEN, et al., 1981).

(@)

Figura 2. “Stubs” de aluminio (a) e Amostra colada nos “stubs” e
revestida com ouro (b).

Os fragmentos da amostra podem ser revestidos com ouro em altas
pressdes (13 a 133 mPa ou 10” a 10 Torr), o que permite que os atomos de ouro
colidam com moléculas de nitrogénio e se depositem na amostra em varias
direcdes. O revestimento da amostra com ouro (metalizacéo) é feito a temperatura
ambiente em evaporador a vacuo, com argonio. Devido a fina microestrutura dos
produtos lacteos, para se obter a resolucédo necessaria para aplicar a técnica SEM
deve-se usar uma voltagem de 5 a 20 kv (COHEN, et al., 1981).

Diversos autores descreveram métodos de preparacdo de amostra de
gueijo processado para observacdo da microestrutura pela técnica SEM, com
destaque para RAYAN, 1980 (apud COHEN, et al., 1981) e MARCHESSEAU et al.
(1997).

A metodologia utilizada por RAYAN, 1980 (apud COHEN, et al., 1981) para
preparar as amostras de queijo processado constou das seguintes etapas: as
amostras foram fixadas em solucdo de glutaraldeido 1,4%, desidratadas em uma
série alcoolica, desengorduradas em cloroférmio e secas em ponto critico com
CO,. As amostras secas foram entdo fraturadas e os fragmentos foram montados
em “stubs”, revestidos com carbono e ouro por evaporagdo sob vacuo e
examinados em microscopio eletrébnico operado em 20 kv para observar a
microestrutura do referido queijo. Por outro lado, a metodologia de preparo da
amostra de queijo processado utilizada por MARCHESSEAU et al. (1997) difere da
anterior em algumas etapas e obedece ao seguinte protocolo: as amostras foram
cortadas em pequenos blocos e fixadas por 2 horas a 20°C em solugédo de
glutaraldeido 2,0% e tamponadas com tampéo fosfato 0,05M no valor de pH do

gueijo. A seguir, as amostras foram desidratadas em triplicata por 15 minutos, com



uma série de etanol (25, 50, 70, 80, 95 e 100%), desengorduradas em cloroférmio,
retornando ao etanol e secando em ponto critico com CO,. Apds a secagem as
amostras foram fraturadas e cimentadas em “stubs” de aluminio com cola de prata,
revestidas com ouro e finalmente examinadas por SEM operando em 15 kv.

O presente trabalho apresenta um método desenvolvido e adaptado para o
preparo da amostra de requeijdo cremoso a ser avaliado por Microscopia
Eletronica de Varredura — SEM, com base nos métodos utilizados para queijo
processado. O requeijdo cremoso originou-se de fabricacbes caseiras visando o
aproveitamento do leite coagulado, ou seja, da coalhada obtida por coagulagéo
espontanea do leite devido a acidificagédo pela flora latica natural do leite. A nivel
industrial o requeijdo cremoso consiste atualmente em um produto lacteo fabricado
a partir de leite desnatado cru ou pasteurizado, com ou sem adi¢cédo de culturas
laticas, obtido pela fusdo de massa fresca, gordura lactea e sais fundentes
(FERNANDES, 1981; FERNANDES; MARTINS, 1980; OLIVEIRA, 1986; MUNCK;
CAMPOQOS, 1984). Sua producdo aumentou 144,32% entre os anos 1991 e 2000, o
gue coloca em evidéncia o grande valor comercial deste produto (ABIQ, 2002).

Entende-se, portanto, a importancia de se desenvolver e/ou adaptar novas
metodologias de analise para o requeijdo cremoso, especialmente métodos que
além de permitirem caracterizar o produto permitem também a avaliacdo do efeito
de processos e de ingredientes na microestrutura do mesmo. Sendo assim, neste
trabalho pretende-se disponibilizar um método especialmente adaptado para a
preparacdo da amostra de um produto tipicamente brasileiro para posterior

avaliacdo de sua microestrutura pela técnica SEM.

3. MATERIAL E METODOS

ADAPTACAO DE METODO DE PREPARO DA AMOSTRA DE REQUE IJAO CREMOSO
PARA AVALIACAO PELA TECNICA SEM - MICROSCOPIA ELETR ONICA DE
VARREDURA.

O método de preparo das amostras de requeijao cremoso tradicional (copo)
para aplicacdo da técnica de Microscopia Eletrébnica de Varredura (SEM) foi
adaptado a partir daquele preconizado para queijos processados, levando-se em
conta a composicao do produto, principalmente em relacdo ao teor de gordura e de
proteina. Foram utilizadas amostras de requeijdo cremoso tradicional contendo
entre 18 e 21% de gordura e 10 e 13% de proteinas.

As amostras de requeijdo cremoso tradicional foram inseridas em seringa

plastica de 3 mL e impulsionadas em solugdo de glutaraldeido 2,5% de maneira a



formar finos corddes. A seguir foram fixadas durante 5 horas a temperatura
ambiente, lavadas com tampao fosfato 0,1 M trés vezes durante 30 minutos e
entdo pos-fixadas com tetroxido de 6ésmio 0,1 M “overnight” (aproximadamente 15
horas). As amostras foram novamente lavadas com tampao fosfato 0,1 M por trés
vezes durante 30 minutoscada vez, sendo desidratadas em série alcodlica (etanol
70%, etanol 80%, etanol 90%, etanol 95%, e etanol 100%) e, em seguida,
desidratadas em acetona 100%. As amostras foram embrulhadas em papel 6ptico,
mantidas em acetona 100% e levadas para secagem em ponto critico com CO, no
equipamento Critical Point Dryer - modelo CPD 030 (Figura 3a). Posteriormente as
amostras secas foram fraturadas com auxilio de microscopio de baixo aumento
dotado de foco de luz (Figura 3b) e coladas em “stubs” de aluminio, metalizadas
com ouro (40 mA) no aparelho Sputter Coater SCD 050 (Figura 4) por 240
segundos e examinadas em microscopio eletrénico de varredura (SEM) JEOL,
Modelo JSM 5800 LV (Figura 5) operando em 10 kv.

Figura 3. Equipamento Critical Point Dryer Modelo CPD 030 utilizado para
secagem das amostras em ponto critico com CO, (a) e Microscopio de baixo
aumento dotado de foco de luz utilizado para facilitar a operacdo de fratura das

amostras (b).



Figura 4. Equipamento Sputter Coater SCD 050 utilizado para metalizacdo das

amostras fraturadas e coladas nos “stubs” de aluminio.

Figura 5. Microscopio Eletrénico de Varredura JEOL, Modelo JSM 5800 LV

utilizado para observacao da microestrutura da amostra de requeijao cremoso.

A Figura 6 apresenta as principais etapas do procedimento de preparacao

das amostras.



Requeijao cremoso

l

Colocacao da amostra em seringa plastica
l

Amostra na forma de corddes
l

Fixacdo em glutaraldeido 2,5% durante 5 h.
l

Lavagem com tampéo fosfato 0,1M (3 x 30 min.)
!

Fixacdo com tetréxido de ésmio 0,1M “overnight”
!

Lavagem com tampao fosfato 0,1M (3 x 30 min.)
l

Desidratacdo em série alcodlica

Etanol 70% - 2 x 30 min.

Etanol 80% - 10 min.

Etanol 90% - 10 min.

Etanol 95% - 10 min.

Etanol 100% - 2 x 10 min.

Acetona 100% 2 x 30 min.

Amostras embiulhadas em papel éptico na acetona
Secagem em plonto critico (CO.,)

Fratura da améstra e preparacao dos “stubs”
Metalizacao colm ouro (40 mA/240seg.)
Observacéo aol MEV (SEM)

Figura 6. Etapas do preparo das amostras de requeijdo cremoso para observagao

da microestrutura pela técnica de Microscopia Eletrénica de Varredura (SEM).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Devido a estrutura do requeijdo cremoso e a sua viscosidade, € inviavel
cortar as amostras em pequenos blocos, como foi citado por MARCHESSEAU et
al. (1997). Para resolver esta questdo optou-se por inserir a amostra no
glutaraldeido de forma que os fragmentos obtidos tivessem a espessura adequada,
ou seja, ndo fossem tao grossos que viessem a impossibilitar a devida penetracéo
do glutaraldeido e do ésmio na amostra. Para isso utilizou-se uma seringa plastica

de 3 mL obtendo-se entdo finos cordbes da amostra que eram impulsionados na




solucdo de glutaraldeido de tal forma que a espessura dos mesmos permitiu a
adequada fixacdo e pos-fixacdo da amostra e a ruptura da amostra para
preparacdo nos “stubs”. As amostras foram fixadas em glutaraldeido 2,5% durante
5 horas de maneira similar ao método de MARCHESSEAU et al. (1997), porém
com concentracdo e tempo ligeiramente superiores, para garantir a fixacdo
adequada.

As amostras foram pos-fixadas com tetréxido de ésmio, o que nao foi
utilizado nas metodologias de RAYAN, 1980 (apud COHEN, et al.,, 1981) e
MARCHESSEAU et al. (1997). Neste caso optou-se por este procedimento, pois
como o requeijdo cremoso apresenta elevado teor de gordura, a presenca da
gordura poderia causar problemas durante o fraturamento da amostra. Como a
gordura (lipidios) é parcialmente fixada durante a pos-fixacdo com tetroxido de
Osmio esta etapa evita que a gordura seja totalmente extraida com solventes
lipofilicos, como por exemplo a acetona durante o processo de secagem em ponto
critico com CO,. O tetroxido de 6smio também exerce um papel fundamental,
favorecendo a condutividade da amostra, o que possibilita que a mesma seja
avaliada pela técnica SEM. O tempo de pés-fixagcdo com tetréxido de ésmio deve
ser tal que permita a penetracdo e impregnacdo do mesmo no interior da amostra.

O procedimento empregado na desidratacdo das amostras foi ligeiramente
diferente daquele utilizado por MARCHESSEAU et al., 1997 (25, 50, 70, 80, 95 e
100%), utilizando-se uma série alcodlica gradual de etanol (70, 80, 90, 95 e 100%).
Apos a desidratacdo RAYAN, 1980 (apud COHEN, et al., 1981) e MARCHESSEAU
et al. (1997) utilizaram cloroférmio para desengordurar a amostra antes da
secagem em ponto critico com CO,. A gordura pode ser extraida com acetona
durante a desidratagdo da amostra, com uma mistura de éter de petréleo e éter
etilico ou com cloroférmio. No caso de se utilizar o cloroférmio, 0 mesmo deve ser
substituido por alcool, acetona ou acetato, 0os quais por serem misciveis em CO,
liquido facilitam a secagem posterior da amostra. Portanto, decidiu-se utilizar a
acetona para desengordurar a amostra, ja que o uso de tal solvente facilita a
proxima etapa, ou seja, a secagem em ponto critico.

ApOGs a secagem, as amostras sao fraturadas manualmente e coladas ou
cimentadas em pequenos artefatos de aluminio denominados “stubs”. A colagem
pode ser feita utilizando cola de prata coloidal, porém devido ao alto custo da cola
de prata uma alternativa vidvel consiste no uso de esmalte incolor contendo

carbono (grafite), de forma a garantir a condutividade da amostra.



As amostras sdo metalizadas por evaporacdo sob vacuo, ou seja,
revestidas com uma fina camada de ouro, proporcionando a condutividade da
mesma necessaria para sua observacao pela técnica SEM.

Devido a fina microestrutura dos produtos lacteos, para obter a resolucéo
necessaria ao emprego de SEM deve-se usar uma voltagem de 5 a 20 kv. RAYAN,
1980 (apud COHEN, et al., 1981) observou as amostras de queijo processado em
20 kv e MARCHESSEAU et al. (1997) em 15 kv. Para as amostras de requeijao
cremoso avaliadas neste trabalho, a melhor resolucéo foi conseguida operando o
microscépio em 10 Kkv.

Nas Figuras 7 e 8 observam-se os resultados da aplicacdo da técnica de
Microscopia Eletrénica de Varredura (SEM) para amostra de requeijdo cremoso
tradicional (copo) preparada de acordo com 0 método proposto neste trabalho.

MP

Figura 7. Microscopia Eletrénica de Varredura (SEM) de Requeijdo cremoso
tradicional (teor de gordura: 18,29%; teor de proteina total: 10,77%; massa
obtida por acidificacdo direta a quente; tratamento térmico do produto até
90°C). Aumento de 3500 x, 10 kv.

FC = cristais de fosfato de calcio; MP = Matriz protéica; G = espago vazio onde se encontrava o
glébulo de gordura.



Figura 8. Microscopia Eletronica de Varredura (SEM) de Requeijao cremoso
tradicional (teor de gordura: 20,40%; teor de proteina total: 12,52%; massa
obtida por acidificacdo direta a quente; tratamento térmico do produto até
90°C). Aumento de 5000 x, 10 kv.

MP = Matriz protéica; G = espago vazio onde se encontrava o globulo de gordura.

Os espacos vazios na matriz protéica observados nas Figuras 7 e 8 indicam
a presenca inicial de particulas de gordura e seus agregados nas amostras, as
quais foram extraidas durante a preparacdo das mesmas para a observacao pela
técnica SEM (TAMIME et al. 1990). A matriz protéica é visivel com espacgos
abertos de varias formas e tamanhos, representando os glébulos de gordura.
Quanto maior o conteudo de gordura, maior o numero de espagos vazios. Um
grande numero de glébulos de gordura é eventualmente distribuido dentro da
matriz protéica com tamanhos e formas variaveis, produzindo uma estrutura como
“esponja” (MISTRY; ANDERSON, 1993). Segundo ADHIKARI (1993), numerosos
pequenos “vazios” foram encontrados ao longo da matriz dos produtos avaliados
em seu trabalho pela técnica SEM (Khoa e Gulabjamun), produzindo uma tipica
estrutura de “favo de mel”. Estrutura semelhante pode ser observada no requeijao

cremoso tradicional (copo) apresentado nas Figuras 7 e 8.



5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que o método de
preparo de amostra adaptado para requeijdo cremoso € adequado para
observacdo posterior do produto em Microscépio Eletrdnico de Varredura,
sugerindo-se, portanto, 0 seu uso em analises microscépicas para avaliar a

microestrutura de referido produto pela técnica SEM.

6. SUMMARY

Microscopy is one of the most useful physical-chemical analysis techniques
that shows the spatial distribution of corpuscular components and the global
structure of ingredients and products. Electronic microscopy has been extensively
used to study the microstructure of individual components of dairy products, such
as casein micelles and fat globules and to investigate changes affecting these
components either alone or by interaction with other ingredients or substances
during the manufacturing process. This study describes a sample preparation
technique for Scanning Electron Microscopy (SEM) analysis originally developed for
studying the microstructure of processed cheese and especially adapted for
requeijdo cremoso. The results obtained with the use of this preparation technique
with a sample of requeijao cremoso suggest that the method proposed in this paper
may be used in microscopic analysis (SEM) to examine and evaluate the

microstructure of this kind of product.
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