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Resumo

O leite integral UHT, bem como o leite de modo geral, € um produto alvo de adulteragdes, que
apesar de favorecerem o produtor prejudicam o consumidor. Portanto, a busca por métodos de
analise rapidos e de baixo custo que assegurem a qualidade do produto é uma realidade nos
varios setores da producéo leiteira. Neste estudo, foram empregados métodos rapidos de analise
por espectrometria por ultrassom e por infravermelho com transformada de Fourier. Os
resultados das andlises fisico-quimicas do leite integral UHT foram comparados com valores
estabelecidos por legislacbes brasileiras vigentes. Onde apo6s analise estatistica foram
encontradas inadequacdes principalmente nos teores de sélidos totais (p < 0,05, r = 0,47),
solidos ndo gordurosos (p < 0,05, r =0,19) e no indice crioscopico (p < 0,05, r = 0,34). Todavia,
0s macronutrientes, composto por teor de gordura (p < 0,05, r = 0,85), teor de proteina (p <
0,05, r = 0,08) e teor de lactose (p = 0,15, r = 0,11), mostraram menores inadequacdes, em
especial a lactose, sendo o Unico pardmetro a atender todos os valores esperados por legislagéo.
Ambos 0s métodos instrumentais se mostraram mais desejaveis no uso para analise rotineira de
macronutrientes.
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QUALIDADE.

Abstract

UHT whole milk, as well as milk in general, is a product that is the target of adulteration,
which, despite favoring the producer, harms the consumer. Therefore, the search for fast and
low-cost analysis methods that ensure the quality of the product is a reality in various sectors
of dairy production. In this study, rapid methods of analysis by ultrasound and infrared
spectrometry with Fourier transform were employed. The results of the physical-chemical
analyzes of UHT whole milk were compared to current Brazilian legislation established values.
Where, after statistical analysis, inadequacies were found mainly in the contents of total solids
(p < 0.05, r = 0.47), non-fat solids (p < 0.05, r = 0.19) and in the cryoscopic index (p < 0.05,
r=0.34). However, the macronutrients, composed of fat content (p < 0.05, r = 0.85), protein
content (p < 0.05, r =0.08) and lactose content (p =0.15, r =0.11), showed less inadequacies,
especially lactose, being the only parameter to meet all the values expected by legislation. Both
instrumental methods have been shown to be most desirable for use in routine macronutrient
analysis.
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INTRODUCAO

O leite € um produto essencial tanto no que diz respeito ao seu consumo direto, quanto
no beneficiamento, deste modo, sendo um produto alvo de adulterag@es.! O processo de fraude
visa diminuir a quantidade do produto e completar o volume com outros componentes como
agua, amido de milho e 6leo vegetal, consequentemente diminuindo o custo e aumentando o
lucro do produtor. Entretanto, essa substituicdo de ingredientes altera completamente o perfil
nutricional, fisico-quimico ou microbioldgico do leite, diminuindo a qualidade do produto ou,
em alguns casos, tornando-o prejudicial ao consumidor final.

A descricdo do leite € estabelecida pela Instrucdo Normativa n°62/20112, na qual fica
claro que leite sem nenhuma outra especificacdo é o produto oriundo da ordenha completa e
ininterrupta, em condigdes de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas. Por sua
vez, o leite UHT (Ultra High Temperature ou UAT — Ultra Alta Temperatura), quanto as suas
caracteristicas sensoriais, € um liquido branco opalescente homogéneo, com odor e sabor
caracteristico e ausente de sabores e odores estranhos.® No que diz respeito ao seu
beneficiamento, é o leite homogeneizado que foi submetido, durante 2 a 4 segundos, a uma
temperatura de 130° C a 150° C, mediante um processo térmico de fluxo continuo,
imediatamente resfriado a uma temperatura inferior a 32° C e envasado sob condi¢6es assépticas
em embalagens estéreis e hermeticamente fechadas.*

Nas usinas de beneficiamento sdo feitas analises para assegurar a qualidade do produto
e garantir a seguranca do consumidor. Neste estudo, o foco é voltado para as analises fisico-
quimicas por instrumentos.

Existem duas principais vantagens na analise de leites por métodos instrumentais
quando comparado aos métodos oficiais. As principais vantagens sdo o0 uso reduzido de
vidrarias e instrumentos, o curto tempo gasto na analise e o fato de dar resultados para muitos
pardmetros em uma Unica operacdo. A analise pelo emprego dos métodos classicos pode levar
horas ou mesmo, dependendo do método usado, mais de um dia.

Neste estudo foram realizadas analises de seis pardmetros comuns aos instrumentos,
sendo eles: gorduras totais, proteina total, lactose anidra, s6lidos ndo gordurosos, solidos totais
e indice crioscopico. Os instrumentos utilizados foram um analisador ultrassdnico e um
analisador por infravermelho com transformada de Fourier.

O método ultrassénico utiliza um sinal de alta frequéncia, fornecido por um gerador de
alta frequéncia, que em seguida € amplificado no amplificador de energia linear. O sinal é entdo

transmitido para um transdutor piezoelétrico que compBe a primeira parte da cubeta que
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armazena a amostra, passando através dela. O sinal resultante entdo é captado por outro
transdutor piezoelétrico ao final da cubeta. Em seguida, o sinal é convertido para um sinal
elétrico de corrente continua que serd analisado automaticamente pelo compilador de dados®,
neste caso, presente no proprio instrumento ao final do processo.

Por sua vez, o método por infravermelho com transformada de Fourier, inicia o processo
de anélise com a emissdo de um feixe de radiacdo infravermelha que atravessa um divisor de
feixe (beam-splitter), com o objetivo de dividir o feixe em duas partes iguais que seréo refletidas
por um espelho fixo e um espelho mdvel. O feixe recombinado é desviado por espelhos
acessorios para o Elemento de Reflexdo Interna (IRE - Internal Reflection Element) que compde
parte da bandeja de Reflex&o Total Atenuada (ATR - Attenuated Total Reflectance), interagindo
apenas nos vértices formados pelo feixe luminoso com a amostra armazenada na cubeta que
compde a outra parte da bandeja ATR. Apoés a saida do feixe do IRE, o feixe resultante sera
guiado por um espelho acessorio ao detector no final do processo.® ’ Com as oscilaces de
intensidade de radiacdo geradas no processo, torna-se possivel a criacdo de um interferograma,
que sera convertido, por algoritmo integrado ao instrumento, em um espectrograma para
interpretacio dos dados obtidos.®

De modo simplificado, ambos instrumentos possuem um modelo calibrado para anélise
de leite UHT que é comparado ao perfil encontrado no processo analitico, tornando possivel a
criagcdo do espectrograma. No entanto, os instrumentos utilizados neste estudo abstraem o
espectrograma e retornam apenas os valores absolutos das analises, tornando o processo mais
simples.

Com o exposto, 0 objetivo do estudo € comparar os resultados das analises de leite UHT
em diferentes parametros fisico-quimicos utilizando métodos espectrométricos por ultrassom e

por infravermelho (FTIR) com os valores estabelecidos nas legislagfes vigentes.

MATERIAIS E METODOS

Foram adquiridas 32 amostras de leite UHT, estas envasadas em caixas Tetra Pak® ou
garrafas PET de 1 litro, no periodo de 15 de janeiro a 29 de janeiro de 2019. Com menor e
maior datas de vencimento respectivamente compreendidas entre 12 de fevereiro a 22 de maio
de 2019.

A aquisicdo das amostras foi realizada em supermercados dos bairros de Iraja, Pavuna
e Anchieta, na cidade do Rio de Janeiro. E em um supermercado do centro da cidade de Nova

Iguagu.
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Como critério para aquisicdo das amostras foram escolhidas duas amostras da mesma
marca de leite em lotes diferentes, portanto 16 marcas e 32 lotes.

As andlises foram realizadas no Laboratorio de Alimentos Funcionais (LAAF),
localizado no bairro da Urca, Rio de Janeiro - RJ, no periodo de 16 a 31 de janeiro de 2019,
respeitando o menor prazo de vencimento das amostras.

De cada embalagem de 1 litro de leite foram retiradas duas aliquotas de 50 ml para a
analise. Estas aliquotas foram propriamente identificadas, bem como as embalagens de leite, e
armazenadas em tubos Falcon de 50 ml estéreis. As aliquotas que ndo foram utilizadas no
mesmo dia para analise foram armazenadas sob congelamento.

As amostras congeladas foram descongeladas e analisadas no mesmo dia ap6s a abertura
da amostra entrar em equilibrio com aquela do laboratério.

Os instrumentos utilizados para anélise de leite UHT, foram o analisador ultrassénico
(INS1) da marca Lactoscan, modelo SP e o analisador por FTIR (infravermelho com
transformada de Fourier, INS2) da marca MilkoScan™, modelo FT2. Ambos os instrumentos
foram previamente calibrados antes da realizacdo das analises.

Os 32 lotes foram analisados em triplicata usando cada um dos instrumentos, dando
origem a 96 resultados para cada um deles e para cada parametro analisado. Os dados obtidos

foram ent&o organizados e analisados em planilha eletrénica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Como referéncia para os dados obtidos nas analises foi utilizada a Instrucdo Normativa
n°76/20183, referente as propriedades fisico-quimicas do leite tipo A, ou seja, leite cru que pode
posteriormente ser submetido ao tratamento UHT. A razdo do uso dessa referéncia em
detrimento da Portaria n°370/1997%°, se da devido esta Portaria contemplar apenas dois
pardmetros avaliaveis pelos instrumentos usados, ao passo que a Instru¢cdo Normativa citada
contempla seis parametros.

Os parametros analisados pelos instrumentos relativos a Instrucdo Normativa
n°76/20182, séo o teor de gordura (min. 3%), o teor de proteina total (min. 2,9%), o teor de
lactose anidra (min. 4,3%), sélidos totais (min. 8,4%), s6lidos ndo gordurosos (min. 11,4%) e
o indice crioscépico (-0,512°C a -0,536°C).

A Resolucdo n°360/20039, relativa a rotulagem nutricional de alimentos embalados,
foi utilizada como referéncia apenas nos teores de gordura e proteina, onde é possivel

estabelecer um limite de 20% de tolerancia para mais ou para menos do resultado obtido na
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andlise com o descrito no rétulo do produto.

Tabela 1. Analise da média, desvio padréo e coeficiente de variagdo do INS1 e do INS2.

Teste t de Student e correlacdo de Pearson entre as médias de INS1 e INS2.

INS1 INS2
Média DP Ccv Média DP CcVv p-valor r
Gordura 328 025 7,71% 3,10 0,19 599% 4,55x10% 0,85
Proteina 298 012 411% 3,17 0,11 3,33% 4,18x102* 0,08
Lactose 451 0,18 393% 4,48 0,09 1,96% 0,15 0,11
indice crioscopico -0,545 0,024 4,49% -0,509 0,014 2,74% 2,58x10% 0,34

Sélidos ndo gordurosos 8,13 0,31 383% 8,47 0,20 2,34% 2,76x10% 0,19

Sélidos totais 11,41 0,49 4,26% 11,57 0,36 3,09% 4,62x104 0,47
Fonte: Elaborado pelos autores.
DP: desvio padréo; CV: coeficiente de variagdo; p-valor: relativo ao teste t de Student (o= 0,05)
entre 0s instrumentos; r: correlacdo de Pearson entre 0s instrumentos.

O teor de gordura médio de cada instrumento, como visto na tabela 1, corresponde ao
minimo esperado por legislacdo®. Entretanto, 8 amostras (8,33%) no INS1 e 24 amostras (25%)
no INS2, estavam abaixo do minimo previsto.

Todos os resultados do teor de gordura de cada instrumento estavam dentro do limite de
tolerancia de 20% abaixo do descrito no rétulo, como estabelecido na Resolugio n°360/2003°,
onde o menor valor encontrado nas analises foi de 8,48% abaixo. Contudo, 6 amostras (6,25%)
do INS1 estavam acima de 20% do descrito no rétulo com o maior valor 26,33% acima.

Ainda sobre o teor de gordura, em ambos instrumentos, a forte correlacdo de 0,85 (r >
0,7) entre os resultados e a diferenca estatistica das médias, seguem de forma oposta ao
encontrado por Manske et al. (2019)*2. Uma das possiveis hipGteses para esta diferenca no
resultado dos estudos, pode estar relacionada a influéncia direta da homogeneizacdo na
atenuacdo das ondas ultrassonicas'?, ou seja, a homogeneizagdo modifica o tamanho das
particulas de gordura, sendo um fato intrinseco a magnitude da atenuagdo.’®* Uma segunda
hipdtese esta ligada ao congelamento de parte das amostras, fato que pode ter contribuido para
a maior inadequacdo dos resultados obtidos, por modificacdo da estrutura do leite devido a
formacao de cristais de gelo. Também existem as limitacGes relacionadas ao comprimento de
onda, nos dois instrumentos, que podem contribuir com resultados distantes do teor de gordura
rea|.12,13

Os teores médios de proteina total dos instrumentos, correspondem ao previsto por
legislacdo®. Entretanto, 19 amostras (19,79%) do INS1 estavam abaixo do preconizado.
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Embora, de acordo com a Resolucdo n°360/2003°, todas as amostras em ambos instrumentos
estavam dentro do limite de tolerancia de 20% para mais ou para menos do descrito no rétulo
do produto, com o0 minimo de 17,71% abaixo e maximo de 14,48% acima. Também houve uma
fraca correlacao de 0,08 (r < 0,2) entre os resultados obtidos em cada instrumento.

Devido ao passar do tempo, ap0s abertura das embalagens de leite UHT, as amostras
podem sofrer o processo de degradacao seja pela acdo da temperatura ou pela agdo de bactérias
mesofilas, o que leva a producdo de acido latico. Dessa forma, métodos que utilizam o
infravermelho, como o método do INS2, estdo sujeitos a superestimar a quantidade de proteina
total da amostra, por fazer a leitura nfo apenas da caseina e proteinas do soro,* mas de outros
compostos ndo protéicos como o acido latico e interpreta-los como proteina.’® Contudo, é
importante lembrar que houve congelamento das amostras que precisaram ser analisadas
posteriormente, diminuindo a possibilidade de acdo bacteriana na producao de compostos ndo
protéicos.

Figura 1. Percentual de inadequacéo de amostras de leite UHT por parametros de qualidade.
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Fonte: Elaborado pelos autores.
INS1: espectrometro ultrassdnico; INS2: espectroscopio por FTIR; G: gordura; L: lactose

anidra; P: proteina total; IC: indice crioscopico; SNG: sélidos ndo gordurosos; ST: sélidos
totais.
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No teor de lactose, tanto as médias dos instrumentos quanto os valores absolutos
encontravam-se dentro do previsto por legislagdo®, assim como ilustrado na figura 1. Além de
ser 0 unico parametro analisado a apresentar igualdade estatistica (p > 0,05) e concordar com
os resultados encontrados por Paula et al. (2019)¢, Tamanini et al. (2011)'" e De Souza et al.
(2004)8, Todavia, houve uma fraca correlagdo de 0,11 (r < 0,2) entre os resultados dos
instrumentos. Um motivo de estabilidade do parametro analisado pode ser referente ao fato da
lactose ser o principal carboidrato presente no leite e ndo haver grande variagéo entre as racas
bovinas, como citado no estudo de De Souza et al. (2004)*,

O indice crioscopico foi o parametro com maior diferenca estatistica (p = 2,58x1072°)
dentre os parametros analisados. Com moderada correlagéo de 0,34 (0,2 > r > 0,7) entre 0s
resultados dos instrumentos. Além de elevada inadequagio em relacio a legislacdo® em ambos
instrumentos, com 45 amostras (46,88%) no INS1 e 66 amostras (68,75%) no INS2 fora do
previsto.

Segundo Beloti et al. (2015)%°, existem adicBes incidentais de agua ao leite no
tratamento por UHT, como agua presente no equipamento de aquecimento ou passagem de agua
por micro-orificios nos dissipadores de calor, tanto nos setores de aguecimento quanto nos
setores de resfriamento. Isso também ocorre em qualquer sistema que utilize injecéo de vapor,
que deve ser removido em cadmara de vacuo posteriormente. Logo, o préprio beneficiamento
do leite tipo A pode contribuir para a maior inadequacdo do indice crioscopico frente a
legislacio®.

Outro ponto que pode ter contribuido para a inadequacdo dos resultados é o
congelamento das amostras utilizadas no INS2, o que por formacéo de cristais de gelo, pode ter
desestruturado o leite UHT, aproximando-o do ponto de congelamento da &gua, desse modo
comprometendo os resultados obtidos.

A variacdo do indice crioscopico por adi¢do de dgua é observavel no estudo de Martins
et al. (2008)%°, onde ha diferenca nos valores médios do indice crioscopico entre o leite tipo A
e o leite UHT. Também é possivel considerar que ha uma escassa quantidade de parametros
avaliaveis pelos instrumentos na legislagdo de identidade do leite UHT?, o que pode colaborar
com a vulnerabilidade do produto & adulteragdes.

Outra hipdtese para alteracédo do indice crioscopico no leite UHT é explicada pela adi¢ao
de estabilizantes, sendo mais comum, o estabilizante proteico citrato de sddio'* 1 20 22,
responsavel pela reducdo dos valores médios de temperatura para indice crioscopico. E
importante observar que 14 marcas, que geraram 84 resultados (89,4%) ao todo, possuiam

citrato de sodio em sua composicéo.
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No teor de solidos ndo gordurosos, 84 amostras (87,5%) no INS1 e 27 amostras
(28,13%) no INS2 encontravam-se fora da legislagdo®. Sendo o nimero de inadequacio
encontrado no INS1 o maior dentre todos os parametros analisados, como mostrado na figura
1. Além de ter apresentado fraca correlacdo de 0,19 (r > 0,2) entre os resultados de ambos 0s
meétodos.

O parametro do teor de sélidos totais, assim como o parametro anterior, teve maior
inadequacio dos resultados no INS1, com 70 amostras (72,92%) fora da legislacdo® e 28
amostras (29,17%) no INS2. Houve também uma moderada correlagédo de 0,47 (0,2 >r > 0,7)
entre os resultados dos instrumentos.

A distancia dos valores obtidos dos teores de sdlidos ndo gordurosos e sélidos totais
para 0 minimo esperado pela legislacao, pode ser explicada, assim como no parametro do indice
crioscopico, pela possibilidade de injecdo de vapor d’dgua no processo UHT e ineficaz
recaptacao, o que resultaria em diluicdo dos componentes do leite e consequente diminuicao
dos mesmos no produto final.?3

Ambos instrumentos mostraram pouca dispersdo dos resultados nos parametros
analisados, com o coeficiente de variacdo maximo de 8%. Também foi possivel observar que
os valores de dispersdo em todos os parametros do INS2 eram menores que 0s encontrados no
INS1, mostrando uma maior preciséo do INS2.

CONCLUSAO

Comparando os métodos, eles mostraram pouca correlacdo entre cada parametro, exceto
para o teor de gordura e igualdade estatistica apenas entre as médias do teor de lactose anidra.
Com maior parte dos valores de acordo com as legislacdes utilizadas, sendo composta por teor
de gordura, proteina total e teor de lactose anidra. Logo, ambos métodos sdo mais interessantes
no uso para analise de macronutrientes. Conclui-se que ha influéncia de fatores intrinsecos a
cada método sobre os resultados obtidos e que ainda sdo necessarias mais pesquisas

relacionadas as diferencas encontradas entre os metodos instrumentais abordados neste estudo.
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