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RESUMO

Neste trabalho desenvolveu-se uma metodologia capaz de medir a acidez titulavel do
leite de vaca de modo preciso e pratico. Dentre as caracteristicas do método proposto
e do circuito eletronico associado a este, estd a rapidez da andlise, baixo consumo de
energia, precisao numérica dos resultados, portabilidade, robustez para trabalho em campo
e capacidade de armazenamento de dados (memoéria interna). Por meio de uma conexao
USB, o equipamento proposto é capaz de medir, exportar dados e exibir simultaneamente
os valores de acidez titulavel (em °D), pH, temperatura, data e hora da andlise, podendo
ser considerado um importante instrumento analitico para monitoramento da qualidade
do leite no momento de sua coleta na propriedade rural. Em termos comparativos, o
equipamento proposto se diferencia do tradicional teste de alizarol pelo fato de fornecer
um resultado numérico comparavel aos resultados obtidos com a metodologia analitica de
referéncia, que é a analise de acidez titulavel em °D, feita em laboratorio e com vidraria

apropriada.

Palavras-chave: Acidez, analisador automatico, qualidade, alizarol.



ABSTRACT

In this work we developed a methodology capable of measuring the acidity of cow "s milk
in an accurate and practical way. Among the features of the proposed method and of
the electronic circuit associated with it is the speed of analysis, low consumption energy,
numerical precision of the results, portability, robustness at fieldwork and data storage
capacity (internal memory). By means of an USB connection, the proposed equipment
is capable of measuring the acidity values (in oD), pH, temperature, date and time of
the analysis. In this way, it can be considered an important analytical instrument for
monitoring the quality of milk at the time of collection on the farm. The proposed
equipment is different from the traditional alizarol test by the fact that it provides a
numeric result comparable to analytical measurements obtained with the reference method,
which is the titratable acidity analysis in oD, made in the laboratory and with proper

glassware.

Keywords: Acidity, Automatic analyzer, Quality control, Alizarol.
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1 INTRODUCAO

As empresas de processamento de leite, cada vez mais, cobram do produtor uma
qualidade maior pelo seu produto. Essas empresas tem um plano de remuneracao pelo leite
fornecido pelas fazendas, pagando mais por um produto com menor indice de contaminagao
(Contagem Total de Bactérias (CTB) e Contagem de Células Somaticas (CCS)). Além
do controle sanitario, ¢ comum haver uma remuneracao diferenciada, valorizando os
maiores percentuais de gordura e de proteina. Da mesma forma, o leite que possui baixa
estabilidade térmica (recusado no teste do alizarol, vide se¢ao 3.2) nao sera remunerado
pela empresa, ocasionando uma perda de receita para o produtor e de matéria-prima
para o laticinio. Desta forma, tanto para produzir o leite fluido quanto para produzir
os derivados lacteos com qualidade e maior seguranca alimentar para o consumidor, é
importante que o setor produtivo e as industrias de processamento tenham conhecimento da
composicao, grau de contaminacao e estabilidade do leite. Estes aspectos sao importantes
no destino da matéria-prima e processamento mais adequado, evitando problemas durante

a industrializacao e armazenamento dos derivados lacteos.

Quando o leite é coletado nas fazendas, em latoes ou em tanques de expansao, é
realizado um teste pelo préprio caminhoneiro, que define se 0 mesmo esta em um nivel
de acidez que permita o seu aproveitamento pela industria. O teste do alizarol (alcool +
alizarina) permite uma avaliagao rapida do leite. Entretanto, as andlises de laboratdrio
tem identificado que este teste apresenta um alto indice de falso-positivo, isto é, informa
que o leite esta acido mesmo que este nao esteja. Esta caracteristica do leite recebe no
Brasil o nome de Leite Instavel Nao Acido (LINA). Nao foi possivel localizar em 6érgaos
oficiais ou em trabalhos académicos uma estimativa da ocorréncia de LINA em todo o
territério brasileiro. No entanto, a potencialidade de seu impacto na atividade leiteira, foi

decisiva para que fosse feita a opc¢ao pelo tema.

O leite com LINA pode ser utilizado normalmente pela industria, pois, ao contrario
do leite acido, ele apresenta estabilidade térmica. Para comprovarmos a acidez do leite
de maneira inequivoca e descartarmos a possibilidade de LINA, podemos realizar duas
verificagoes. Na primeira, através de um teste simples, submetemos uma amostra de leite
a fervura e quando este nao coagula (talha), comprovamos que o mesmo nao esta acido.
Na segunda, o método utilizado necessita de um profissional treinado, pois utiliza um
acidimetro Dornic onde a acidez tituldvel do leite é medida. Se a mesma estiver entre (14
e 18) °D, este serd considerado normal. Com base nos dados levantados, existe um grande
volume de leite sendo descartado sem que haja um real motivo para isso. Os dados mais

consistentes encontram-se no sul do Brasil e foram os maiores motivadores deste trabalho.

o Na bacia leiteira de Panambi, RS, a prevaléncia do LINA, no periodo de setembro de
2002 a agosto de 2003, foi de 55% (2.396 amostras avaliadas), com 37% de amostras
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normais, 6% de alcalinas e 2% de acidas [16].

o Em pesquisa realizada na regido oeste do Parand, das 69 amostras analisadas, 68,11%
apresentaram anormalidade quanto o quesito acidez, sendo 23 amostras LINA (33%),
16 alcalinas e 8 amostras de carater acido, todas classificadas nos parametros citados
no trabalho [25] .

« No Sul do Brasil, na bacia leiteira de Pelotas, RS, durante 36 meses, foram analisadas
18.662 amostras de leite, sendo 8.230 (44,1%) positivas ao LINA. A sua prevaléncia
apresentou valor maximo em marco de 2004, com mais de 82% e minimo em janeiro

de 2004, com 33%, com uma amplitude de 49 unidades percentuais [26].

Este trabalho desenvolveu um método que torna possivel uma identificacao rapida, barata
e bem precisa do leite acido, possibilitando a reducao das perdas de matéria-prima pelos

laticinios e o aumento de receita do produtor rural.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

O objetivo deste projeto foi desenvolver uma metodologia (equipamento) que
permitisse a identificagdo inequivoca de um leite de vaca quando este estivesse com a
acidez fora dos pardmetros (14 a 18) °D e, como consequéncia, garantir a condigao de

estabilidade térmica do leite.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Devido as caracteristicas peculiares deste projeto, os critérios que nortearam seu

desenvolvimento levaram em conta:
o Indice de assertividade na identificacio do leite dcido muito superior ao teste do
alizarol que, em alguns casos (>30%), relaciona o LINA como leite 4cido;

« Equipamento robusto, de facil transporte (de mao) e auténomo, podendo ser utilizado

com bateria prépria ou veicular;

» Baixo custo de operagao, nao necessitando de reagentes, mas somente de um recipiente

descartavel para acomodar a amostra e agua destilada;

» Operagao facil, intuitiva e rapida, possibilitando seu uso e interpretacao de resultados

por pessoal nao técnico.

o Capacidade de armazenar as analises realizadas durante uma semana de coleta e

descarregar os dados em um PC ao final do periodo de coleta.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 O LEITE

3.1.1 Aspectos gerais

Do ponto de vista quimico, o leite é uma mistura homogénea de grande niimero
de substancias (lactose, gorduras, proteinas, sais minerais, vitaminas, enzimas, etc.), das
quais algumas estao em emulsao, que sao as gorduras e as substancias associadas, algumas
em suspensao em estado coloidal como as caseinas ligadas a sais minerais e outras em
solucao verdadeira tais como lactose, vitaminas hidrossoluveis, proteinas dos soro, sais,
etc. De acordo com a IN51 de 18 de setembro de 2002, o leite pasteurizado é classificado
como tipo A, B e C [1]. Esta classificagao, determinada pelo Ministério da Agricultura,
diz respeito ao grau de higiene na ordenha, no resfriamento, no acondicionamento e no
transporte do leite. Entende-se por Leite Pasteurizado tipo A o leite classificado quanto
ao teor de gordura integral (ndo inferior a 3 %), produzido, beneficiado e envasado em
estabelecimento denominado Granja Leiteira (oriundo de um tnico rebanho). A expedigao
do Leite Pasteurizado tipo A deve ser conduzida sob temperatura maxima de 4 °C,
mediante seu acondicionamento adequado e levado ao comércio distribuidor através de
veiculos com carrocgarias providas de isolamento térmico e dotadas de unidade frigorifica,
para alcancar os pontos de venda com temperatura nao superior a 7 °C, com, no maximo,

500 bactérias por mililitro.

Entende-se por Leite Cru Refrigerado tipo B o produto definido como integral
quanto ao teor de gordura, refrigerado em propriedade rural produtora de leite e nela
mantido pelo periodo méximo de 48h, em temperatura igual ou inferior a 4 °C, que deve
ser atingida no méaximo 3h apés o término da ordenha, transportado para estabelecimento
industrial para ser processado, onde deve apresentar, no momento do seu recebimento,
temperatura igual ou inferior a 7 °C e com no maximo 40.000 bactérias por mililitro
[1]. Quanto ao leite cru tipo C, entende-se como produto nao submetido a qualquer tipo
de tratamento térmico na fazenda leiteira onde foi produzido e integral quanto ao teor
de gordura, transportado em vasilhame adequado e individual de capacidade até 50 1
(cinquenta litros) e entregue até as 10:00 h (dez horas) do dia de sua obtengao em posto
de refrigeragao de leite ou estabelecimento industrial adequado e nele ser refrigerado e
mantido em temperatura igual ou inferior a 4 °C e com, no maximo, 150.000 bactérias por
mililitro. O leite C é de baixa qualidade, inclusive com modificacdo no sabor pelo elevado
nimero de bactérias antes da pasteurizagao, pois, o leite é entregue na plataforma dos
laticinios na temperatura ambiente. A consequéncia é uma vida de prateleira muito curta,
(menos que 3 dias) e sua gordura é padronizada em 3%, sendo usado pela industria na

fabricagao de derivados, como manteiga e queijo [1].
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No momento da ordenha, o leite apresenta microbiota benéfica (lactobacilos e
lactococos). As contaminagbes posteriores sao indesejaveis e podem ser detectadas por
alteracOes fisico-quimicas e sensoriais. O processo de pasteurizacao do leite submete o
mesmo a temperaturas entre 72 °C a 75 °C, por 12 a 15 segundos; em seguida, o leite é
resfriado e, com isto, o nimero de micro-organismos patogénicos sera sensivelmente redu-
zido. A pasteurizacdo consiste na destruicao quase total dos micro-organismos patogénicos,
bem como na reduc¢ao drastica de deteriorantes presentes no leite. Quanto menor for a
quantidade inicial de micro-organismos presentes no leite cru, melhor sera a qualidade e
maior serd a vida util do produto. Em virtude da pasteurizacao empregar temperaturas
brandas, sempre ha sobrevivéncia de micro-organismos deteriorantes e, portanto, os leites
e alguns de seus derivados necessitam de refrigeracdo. No caso do leite pasteurizado, a
vida de prateleira é curta, podendo variar de 3 a 6 dias sob refrigeragao. A pasteurizagao
destréi também as bactérias psicrotréficas como as do género Pseudomonas, porém, nao
inativa as enzimas produzidas por elas durante a armazenagem refrigerada e, portanto, é
necessario evitar ou minimizar a contaminacao por psicrotroficos durante a ordenha, o
transporte e a armazenagem do leite refrigerado, prevenindo problemas durante a vida de

prateleira dos leites e derivados [3].

Na pasteurizagao rapida (High Temperature Short Time (HTST)), o leite é sub-
metido a (72 a 75) °C por 15 a 20 segundos e refrigeragdo a temperatura inferior a 5 °C,
em processo continuo realizado em trocadores de calor a placas. A pasteurizacao rapida é
mais economica e sua eficiéncia energética ¢ maior, pois nos trocadores de calor a placas
ocorre o reaproveitamento da energia. Ela é mais segura e de facil controle, ocorrendo
menos alteracao no sabor do leite e menos perdas nutricionais (vitaminas), em comparagao
com a pasteurizacao lenta. Promove a inativagao das lipases e proteases enddgenas e
maior insolubilizacdo do calcio coloidal. A pasteurizacao rapida é a mais utilizada no
processamento de leite (72 °C a 15 segundos). Na Pasteurizacao lenta o leite é submetido
a um aquecimento (63 a 65)°C por 30 minutos e subsequente resfriamento a 4 °C, usado
na fabricacdo de queijos e iogurtes. A pasteurizagao lenta é restrita ao processamento de
derivados do leite, sendo a mais indicada para o processamento de queijos, uma vez que
promove o minimo de desnaturagao proteica, evitando que ocorra deposicao de proteinas
do soro sobre as miscelas de caseina, o que dificulta a agdo da quimosina (coalho). Na
pasteurizacao lenta, as lipases e as proteases endogenas nao sao totalmente inativadas, nem
as bactérias lacticas originais do leite sdo totalmente destruidas, o que lhes possibilita agir
durante a maturacao dos queijos, trazendo efeitos benéficos. Adequada para a producao de
queijos, além de ser o tipo mais barato de pasteurizagao, contudo apresenta desvantagens.
E um processo em batelada, trabalhoso, de dificil controle, demorado, energeticamente
ineficiente e o equipamento ocupa um espago maior que o usado na pasteurizacao rapida.
No processamento de queijos a partir de leite pasteurizado, é necessario repor o calcio, com

cloreto de célcio, de modo a garantir uma concentracao minima do mesmo, para promover
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a coagulagdo, uma vez que o aquecimento promove a insolubilizagao do carbonato de calcio
precipitado (CCP) [3].

O processo de ultrapasteurizagao (Leite Longa Vida) Ultra High Temperature
(UHT) submete o leite a 142°C por 2 segundos, com redugao a 32 °C, embalado em
embalagem longa vida, que impossibilita intera¢ao do alimento com o meio (multicamadas
de filme de papelao, aluminio, polietileno, poliéster e polipropileno). Na esterilizacao, o
leite sofre um pré-aquecimento de 70°C e esterilizacao na prépria embalagem a temperatura
de 109 a 120 °C, durante 20 a 40 minutos, seguida de rapido arrefecimento a cerca de
30 °C. Este processo promove completa destrui¢do dos micro-organismos esporulados ou
nao, ou seja, a eliminacao de todos os micro-organismos patogénicos e também daqueles
capazes de se proliferar durante o armazenamento do leite. Possui desvantagens em relacao
a pasteurizacdo: é um processo caro, que altera significativamente a cor e o sabor do leite
em virtude da caramelizacao e da reacao de Maillard; ocorre alteracao sensorial, deixando
o produto com sabor de cozido, resultado de uma intensa desnaturacao de proteinas em
especial das proteinas do soro e ocorre destruicao acentuada das vitaminas, em comparacao

com a pasteurizagao [3].

3.1.2 Legislacao e mercado

A demanda por produtos lacteos no Brasil cresceu a uma taxa anual de 3% ao longo
da ultima década. Cada brasileiro consome, em média, 170 litros de leite por ano, segundo
a EMBRAPA. Esse incremento no consumo foi favorecido, principalmente, pelo aumento
da renda da populacgdo e, também, pela diversificacdo do portfélio de produtos derivados
do leite. Ou seja, cresceu a demanda por produtos de maior valor agregado, o que é
favoravel para o setor de laticinios. O aumento da populagao urbana e as mudangas no
ritmo de vida também impulsionaram o consumo de leite no Brasil. Contudo, o consumo
per capita de leite ainda é baixo para atender as necessidades nutricionais da populacao.
O Ministério da Satude recomenda o consumo de 210 litros (média) por pessoa por ano.
Existe, portanto, um déficit de consumo de pelo menos 40 litros por habitante. Segundo
artigo publicado na revista Agro Analisys de junho 2013[4], multiplicando esse volume
por 200 milhoes de pessoas (populagdo aproximada do Brasil), temos um potencial de
crescimento da demanda brasileira por leite da ordem de 8 bilhdes de litros anualmente.
Considerando o consumo atual, de 32 bilhoes de litros de leite, estamos falando de uma
demanda potencial de 40 bilhoes de litros de leite no Pais, valor préximo ao que o MAPA
estima para a demanda brasileira por leite em 2021/2022. Esse potencial de crescimento
da cadeia leiteira é um fator positivo a ser vislumbrado por um setor que, desde a crise de

2008, vem buscando se reestruturar [4].

Apés a crise mundial, em 2008, o setor de laticinios no Brasil vem passando por

transformagoes. Algumas aquisi¢oes e fusoes resultaram na concentragao das industrias.
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No caso de arrendamentos podemos citar a Laep Investments Ltda arrendando a planta de
Santa Helena de Goias, em Goias, da Parmalat Brasil, para o laticinio Italac, e a Nestlé
arrendando a planta da Parmalat em Carazinho, no Rio Grande do Sul. Podemos destacar
ainda a Bom Gosto comprando a unidade desativada da Nestlé em Barra Mansa, no Rio de
Janeiro (Scot consultoria,15 dezembro 2010)[5]. Do lado das fusoes, no inicio de 2010, tive-
mos uma iniciativa surgindo das cooperativas de leite no pais. Foi a chamada “megafusao”
entre a [també e outros quatro laticinios: Cemil, Minas Leite, Confepar e Centroleite. In-
vestimentos no setor também foram feitos, como, por exemplo, grandes laticinios entrando
no segmento de leite longa vida, além da expansao de algumas cooperativas ao redor do
pais. Em 2011 e 2012, o cenario nao foi bom para os laticinios no Brasil. Os elevados
custos de producao na fazenda e a concorréncia entre as industrias elevaram o preco da
matéria-prima. A situacao agravou-se pelo fato dos laticinios ndo conseguirem repassar
esses aumentos para o varejo, o que reduziu as margens de comercializacao. O mercado
sentiu o impacto disso. Considerando os trés maiores laticinios brasileiros pesquisados,
em volume, a quantidade de leite captado em 2012 caiu em relagao a 2011. Por outro
lado, algumas industrias aumentaram a captagao e as suas participagoes neste mercado.
Essa classificacao é divulgada anualmente pela Associacao Leite Brasil, em parceria com a
Confederacao da Agricultura e Pecuéria do Brasil (CNA), a Confederacao Brasileira de
Cooperativas de Laticinios (CBCL), a Organizaciao das Cooperativas Brasileiras (OCB) e
a Embrapa Gado de Leite [4].

O mercado de leite ganhou sustentagao desde o final de 2012. A demanda no varejo
esta boa e a oferta de leite para a industria estda diminuindo desde o pico de producgao,
registrado em dezembro de 2012. A concorréncia na industria fez com que o prego do
leite ao produtor subisse. Porém, em 2013, diferentemente de 2012, os laticinios estao
conseguindo repassar esses aumentos para os precos no atacado, inclusive trabalhando com
margens maiores. No atacado, segundo levantamento da Scot Consultoria [5], o preco do
leite longa vida subiu 21,5% desde janeiro. O produto esta 25,7% mais caro na comparagao
com o mesmo periodo de 2012. Ainda em relacao a maio de 2012, o preco médio da
matéria-prima ou o prego do leite pago ao produtor subiu 7,9% e a margem dos laticinios
aumentou. Os precos de outros lacteos também subiram em relagdo ao ano passado: leite
em poé integral (+29,1%), mucarela (+11,5%), creme de leite (+5,4%), manteiga (+5,3%),
etc. No contexto mundial, o Brasil aparece com grande potencial exportador, mas esforgos
serao necessarios para que esse cenario se concretize. O setor agricola devera passar por
importantes transformagoes nos préximos anos em funcao do processo de reorganizacao
e consolidacao do segmento industrial. Existem iniciativas da industria para melhorar a
qualidade dos produtos lacteos e a eficiéncia no processamento. Casos de fraude do leite,
como o que aconteceu no Rio Grande do Sul no comeco de maio de 2013, prejudicam
o setor de maneira geral, j4 que abalam a confiangca do consumidor e pesam contra a

construgao desse quadro promissor [5].
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3.1.3 Composicao, caracteristicas nutricionais e tecnolégicas
3.1.3.1  Importancia nutricional

O leite humano, sem duvida, é o melhor alimento para recém-nascidos, uma vez
que proporciona um crescimento e um desenvolvimento imunolégico adequados, além
de proteger o lactente contra infecgoes. Ha beneficios também para a mae, como, por
exemplo, menor incidéncia de cancer de mama durante a pré-menopausa e cancer de ovario,
prolongamento da fertilidade apds o parto, reducao de peso de maneira natural e menor
incidéncia de fratura de colo do fémur em mulheres com mais de 65 anos [6]. O aleitamento
materno é considerado um dos pilares para a promocao e protecao da saude das criangas.
A superioridade do leite humano como fonte de alimento e de protecao contra doencas
faz com que especialistas do mundo inteiro recomendem a amamentacao exclusiva por
seis meses e complementando até, pelo menos, o final do primeiro ano de vida [6]. O leite
materno é o unico alimento que garante qualidade e quantidade ideais de nutrientes para o
bebé, nos primeiros anos de vida, protegendo a crianca contra infecgoes, diarreia e doencas

respiratérias [6)].

A utilizacao do leite e ou seus derivados por adultos nao é objeto de consenso.
Quanto aos adultos, a ingestao de leite é controversa. O leite é visto como causador
de alergias, principalmente sua fracao proteica, de intolerancia a lactose, asma, rinite,
aumento da producao de secre¢oes mucosas, diabetes, catarata, cancer do ovario, entre
outras doencas. Entretanto, o leite e seus derivados constituem importantes fontes de
minerais, vitaminas e proteinas de alto valor biolégico. O produto contém nutrientes
capazes de modular fungoes fisiologicas especificas, o que o torna fonte de ingredientes
funcionais promotores da imunomodulagao (estimulagao do sistema imune). O consumo de
leite estd associado a prevencao de osteoporose, hipertensao arterial, ao controle do peso
corporeo e até a modulagao da gordura corporal, entre outros fatores. Contribui também
na atividade antimicrobiana e antiviral. Os animais mamiferos adultos também bebem
leite desde que lhes seja ofertado e isso nao acontece por se tratar de um alimento caro. O
desmame dos animais ocorre porque o leite precisa ser preservado para as novas crias. O
soro do leite resultante da fabricacao do queijo é utilizado para alimentar porcos adultos.
Existe o mito de que o homem nao necessita incluir leite na sua dieta e que todo célcio
que o ser humano precisa pode vir dos vegetais, a exemplo do que acontece com animais
como girafa e elefantes, que vivem de folhas. Mas a comparacao dificilmente atende as
necessidades humanas porque os animais passam muitas horas do dia se alimentando. A
biodisponibilidade de célcio nas folhas é pequena se comparada ao leite e existem ainda
alguns fatores anti-nutricionais que dificultam sua absor¢ao, o que torna seu aproveitamento
mais dificil. Excetuando a manteiga, que é obtida da por¢ao gordurosa do leite, a grande
fonte de célcio é constituida pelo leite e derivados. Trés copos, do tipo americano, de

leite didrios sdo suficientes para atender cerca de 75% das recomendagdes nutricionais
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do organismo. Para obter as mesmas quantidades de célcio, com a ingestao do leite,
¢é necessario o consumo de um grande volume de vegetais, o que nao ¢é frequentemente

observado na dieta da maioria das pessoas [7].

3.1.3.2  Composicio

O leite é uma solucao contendo sais, lactose e proteinas dispersas em fase aquosa,
glébulos de gordura em emulsao e particulas hidratadas de proteina em suspensao coloidal
8]. E uma secrecao branca, produzida pelas glandulas mamérias das fémeas dos mamiferos.
Este liquido nutritivo tem como funcao alimentar as crias na tenra idade. A fémea
pode produzir leite antes ou logo apds o parto, sendo este com caracteristicas bastante
particulares, cujo nome é colostro. E o tnico fluido que as crias dos mamiferos necessitam
até o desmame. Nos seres humanos, as glandulas mamarias apresentam-se em um par
na parte frontal do torso, ja nos bovinos e bubalinos, se apresentam em ntmero de 4
(quatro) na posi¢ao ventral, como esquematizado na Figura 1. O leite de animais forma
parte da alimentacao humana adulta. Na maioria das civilizagoes, o leite de vaca é o mais

consumido, entretanto, os de ovelha, cabra, égua, camela, etc, também sdo consumido [8].

Figura 1 — Vistas em corte de um tbere bovino
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O homem é o tinico animal que continua a tomar leite depois de adulto. O leite
é sintetizado na glandula mamaria, que é uma glandula sudoripara modificada. Alguns
constituintes do leite sao produzidos nas células secretoras e os demais, a partir do sangue.
A composicao do leite descrita em seus principais constituintes na Tabela 1 é determinante
para o estabelecimento da sua qualidade nutricional e adequagao para processamento
e consumo humano. A biossintese do leite ocorre na glandula mamaria, sob controle
hormonal. Estima-se que o leite possua em torno de cem mil constituintes distintos,

embora a maioria deles ndo tenha ainda sido identificada [11].

Tabela 1 — Composicao média do leite de vaca

Contribuinte Teor (%) Variagao (%)
Agua 87,3 85,5-88,7
Lactose 4.6 3,8-5,3
Gordura 3,9 2,4-5.5
Proteinas 3,25 2,3-4,4
Substancias minerais 0,65 0,53-0,80
Acidos organicos 0,18 0,13-0,22
Outros 0,14 -

Fonte: Adaptado de Wastra e Jenness, 1984 [§]

A 4gua é o maior e mais importante constituinte do leite, no qual estao dissolvidos,
dispersos ou emulsionados os demais componentes. A maior parte encontra-se como
agua livre, embora haja agua ligada a outros componentes, como proteinas, lactose
e substancias minerais. A gordura no leite ocorre como pequenos glébulos contendo
principalmente triacilglicerdis, envolvidos por uma membrana lipoproteica. O leite de vaca
possui aproximadamente 440 ésteres de acidos graxos e os principais sao o acido palmitico
e o acido oleico. A gordura é o constituinte que mais sofre variagoes (Tabela 1) em razao

de alimentagao, raca, estacdo do ano e periodo de lactagao.

Todas as vitaminas conhecidas estao presentes tanto no leite humano como no leite
bovino. As vitaminas A, D, E e K estao associadas aos glébulos de gordura e as demais
ocorrem na fase aquosa do leite. A concentragdo das vitaminas lipossoluveis depende da
alimentacao do gado, exceto a da vitamina K. Esta, como as vitaminas hidrossoltuveis,
é sintetizada no sistema digestivo dos ruminantes. As proteinas do leite bovino contém
varios compostos nitrogenados, dos quais aproximadamente 95% ocorrem como proteinas

e 5% como compostos nitrogenados nao-proteicos [11].

O nitrogénio proteico do leite é constituido de cerca de 80% de nitrogénio caseinico e
de 20% de nitrogénio nao-caseinico (albuminas e globulinas). Diversos fatores influenciam

na composicao e na distribuicdo das fragoes nitrogenadas do leite bovino, tais como
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temperatura ambiente, doencas do animal, estagio de lacta¢do, nimero de parigoes, raga,

alimentacao e teor energético da alimentacao.

As enzimas podem ser encontradas no leite, como lipases, proteinases, éxido-
redutases, fosfatases, catalase e peroxidase. O desenvolvimento, intencional ou nao, de
micro-organismos no leite contribui para o complexo enzimatico. A atividade dessas
enzimas ¢é influenciada pelas condigoes do meio (temperatura, pH, acesso ao substrato),
sendo alteraveis pelo processamento tecnologico. A lactose é o carboidrato caracteristico do
leite, formado a partir da glicose e da galactose, sendo o constituinte sélido predominante
e menos variavel. Tratamentos térmicos ocasionam reagoes de escurecimento a partir
da lactose, (reacao de Maillard), com uma diminui¢ao do valor nutricional diretamente

proporcional a intensidade e o tempo de aquecimento.

As substancias minerais do leite sao cloro, fésforo, potassio, sddio, célcio, magnésio
e baixos teores de ferro, aluminio, bromo, zinco e manganés, formando sais organicos e

inorgénicos [11].

A associagao entre os sais e as proteinas do leite é um fator determinante para
a estabilidade das caseinas ante diferentes agentes desnaturantes. O fosfato de célcio,
particularmente, faz parte da estrutura das micelas de caseina. Dentre as propriedades
fisico-quimicas do leite, estao o sabor e odor. O leite fresco, produzido sob condicdes ideais,
apresenta sabor sui generis pouco pronunciado, essencialmente devido a relagao entre
lactose e cloretos, apresentando-se como doce e salgado, nao acido e nao amargo, podendo
ser afetado em condigoes como a ocorréncia de mamite (infecgbes do tbere). Sabores e
odores pronunciados em leite fresco sdo devidos, usualmente a alimentagao (ragao, silagem)

e ao ambiente de ordenha [11].

A cor branca do leite resulta da dispersao da luz refletida pelos glébulos de gordura
e pelas particulas coloidais de caseina e de fosfato de calcio. A homogeneizagao torna o leite
mais branco, pela maior dispersao da luz. A cor amarelada provém do pigmento caroteno,
que ¢ lipossolivel. Cores anormais podem resultar de desenvolvimento microbiano, como
a cor vermelha causada pela bactéria Serratia marcescens e a cor azul, pela bactéria do

género Pseudomonas [11].

O leite, logo apds a ordenha, apresenta reagao acida com a fenolftaleina, mesmo
sem que nenhuma acidez, como acido latico, tenha sido produzida por fermentagoes. A
acidez do leite fresco deve- se a presenca de caseina, fosfatos, albumina, diéxido de carbono
e citratos. A acidez natural do leite varia entre (0,13 e 0,17)%, expressa como &cido
latico. A elevacao da acidez é determinada pela transformacao da lactose por enzimas
microbianas, com formacao de acido latico, caracterizando a acidez desenvolvida do leite.
Tanto a acidez natural quanto a acidez desenvolvida sao quantificadas, simultaneamente,

em titulagoes por solugoes alcalinas.
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Para o leite proveniente de diversas fontes, ap6s misturado, o pH varia entre 6,6 e
6,8, com média de 6,7 a 20 °C ou 6,6 a 25 °C. No caso da secregdo apés o parto (colostro),
o pH varia de 6,25, no primeiro dia, a 6,46 no terceiro. O leite proveniente de animais
com mamite é levemente alcalino, podendo atingir pH 7,5. O leite apresenta consideravel
efeito tampao, especialmente em pH entre 5 e 6, em razdo da presenca de didéxido de
carbono, proteinas, citratos, lactatos e fosfatos. A densidade do leite varia entre 1,023
g/mL e 1,040 g/mL a 15 °C; o valor médio é 1,032 g/mL. Leite com alto teor de gordura
apresenta maior densidade em relagao a leite com baixo teor de gordura, em razao do
aumento do extrato seco desengordurado que acompanha o aumento no teor de gordura
[11]. Em um leite contendo 12,5% de extrato seco (4,75% de lactose e 0,1% de cloretos), o
ponto de congelamento aproximado sera -0,531 °C, em razao do abaixamento do ponto
de congelamento causado pela lactose (-0,296 °C), pelos sais (-0,119 °C) e por outros
constituintes dissolvidos (uréia, diéxido de carbono). Esses valores, entretanto, dependem
de diversos fatores relacionados com o animal, o ambiente, o processamento industrial e
as técnicas crioscépicas. As substancias dissolvidas no leite fazem com que o ponto de
ebulicao seja levemente maior que o da dgua. As temperaturas médias de ebulicdo, ao

nivel do mar, situam-se entre 100 e 101 °C[11].

O conhecimento do calor especifico do leite e dos produtos lacteos é essencial a
engenharia de processos e ao dimensionamento de equipamentos. A 15 °C, o leite integral,
o leite desnatado e o creme de leite (30% de gordura) apresentam calores especificos de
3,93, 3,95 e 4,11 kJK'kg~!. Os valores da tensdo superficial do leite integral, do leite
desnatado e do creme de leite sdao (55,3, 57,4 e 49,6) mNm ™!, respectivamente. Aumento
nos teores de constituintes tensoativos (proteinas, acidos graxos livres) ocasiona reducao
da tensao superficial do leite. O leite é mais viscoso que a agua, em razao da presenca de
proteinas e lipidios, podendo sofrer altera¢des com o processamento industrial. O leite
integral e o leite desnatado tém viscosidades médias, a 20 °C, de 1,631 mPas e 1,404
mPa s, respectivamente. A presenca de ions no leite, particularmente na forma de sais,
possibilita a passagem de corrente elétrica, dependente da atividade desses ions. Em média,

a condutividade do leite varia entre 4,61 mScm™ a 4,92 mSem™" [11].

A quantidade de leite produzida e sua composicao apresentam variagoes ocasionadas
por diversos fatores como: espécie, raga, fisiologia (individualidade, diferengas entre os
quartos do ubere, idade), alimentacao, estagdes do ano, doencas, periodo de lactagao,

ordenhas (nimero, intervalo e processo), fraudes e adulteragoes [9].

Apesar de ser um grande produtor de leite, o Brasil possui problemas na area de
higiene, armazenamento, transporte e beneficiamento deste produto, fazendo com que
grande parte do leite produzido nao seja aproveitada pelas industrias. Parte do leite
rejeitado pela industria é direcionada para confeccao de derivados. Esta situacao faz

com que o produtor aproveite o leite sem o devido tratamento térmico, comercializando
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o produto sob a forma de leite cru ou queijo. Como consequéncia, temos a reduc¢ao da
oferta de leite para a industria e o fornecimento de leite e derivados com mas condigoes de

higiene e sem inspecao sanitaria para a populacao.

Existe quase um consenso, por parte dos pesquisadores/profissionais da area, de
que grande parte dos problemas de sanidade do leite (CTB, CCS) se deve a préticas que
favorecem a proliferacao de micro-organismos por parte dos pequenos produtores que, por

desinformacao ou custo, deixam de trabalhar seguindo as boas praticas de higiene.

A primeira avaliagdo da qualidade do leite é feita no campo, normalmente pelo
motorista da carreta que vem buscar a matéria-prima. O caminhoneiro realiza um teste
rapido e simples, onde observa a reacao entre o leite e uma solucao que promove a
desnaturagao do mesmo e a formagao de coagulagao e precipitagao no caso deste estar
acido. O motivo pelo qual a industria rejeita parte do leite que deveria ser coletado reside
no fato deste, quando submetido ao teste de acidez com alizarol, apresentar-se positivo. O
leite acido, quando tratado termicamente (pasteurizacdo), ndo mantém sua estabilidade,
vindo a coagular. Esta situagao ocasiona perda do material, interrup¢ao na producao e,

em resumo, prejuizo para a industria.

O teste do alizarol possui dupla funcao. Na primeira, é avaliada a estabilidade
térmica e, na segunda, a sua acidez. E comum encontrarmos leite que dé positivo no teste
e, quando o mesmo é submetido ao teste de acidez titulavel, este nao se apresente acido.
Entretanto, esta diferenciacao é impossivel de ser feita pelo método do alizarol (alizarina
+ etanol), provocando a rejeicdo da matéria-prima. Alteragbes na estabilidade do leite

frente ao etanol tem sido relatadas em outros paises [31, 33, 34].

Lopes (2008) [22], analisando 451 amostras de leite, classificou 64,77% como
positivas no teste do dlcool e, desta porcentagem, apenas 35,23% apresentou acidez

titulavel acima de 18 °D, demonstrando que o leite instavel, em sua maioria, nao é acido.

Problema comum na producao de leite, o LINA é responsavel por prejuizos para
toda a cadeia. O impacto maior, porém, se da sobre o préprio criador, que tem sua
producao recusada pela indtstria. Sua origem mais comum ¢ a alimentacao inadequada
das vacas em lactagao, ocorrendo principalmente em periodos de seca e de algum tipo de
restricao alimentar. Em alguns periodos do ano, na Regiao Sul do Pais, a ocorréncia pode
chegar a 50% das propriedades. [17, 37].

Entretanto, nem sé6 a deficiéncia nutricional é causadora do problema. Existem
outros, de acordo com a pesquisadora Maira Zanella, da Embrapa Clima Temperado, que
ha alguns anos pesquisa o assunto. Um deles é o tempo de lactagao prolongado. "0 ideal
é que se seque uma vaca leiteira dez meses apdés o parto, mas, quando esses animais ficam
além desse periodo, por sua composicao mineral, o leite terd uma estabilidade menor e

pode dar positivo no caso do alcool”; explica.
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Outra causas associadas sao os fatores ambientais. Periodos muito quentes em que
o animal sofre estresse térmico, por exemplo, acabam afetando seu metabolismo e fazendo
com que ingira menos alimento e pode refletir em um caso de LINA. Periodos de muita
chuva, quando o produtor faz uma troca brusca nos alimentos oferecidos aos animais, sem

dar tempo de adaptacao do rumem, também podem redundar na instabilidade do leite.

As perdas economicas sao significativas, pois, quando é detectado o LINA ha
rejeicao total do produto. Se o criador tem seu leite recusado, perde sua remuneragao uma
vez que, na maioria dos casos, o leite é a principal, quando nao a tunica fonte de renda da

propriedade.

A prova do alcool pode ser usada como um método rapido para estimar a estabilidade
das proteinas do leite. E esta prova verifica a estabilidade da caseina, criando uma situacgao
de estresse a proteina por meio de uma solucao alcodlica que simula o efeito do aquecimento
provocado pelo processamento térmico (O’CONNELL et al., 2001) [19]. A adi¢ao de etanol
ao leite induz varias alteragoes nas micelas de caseina, como o colapso da camada de
k-caseina, a reducdo na carga micelar e a precipitacao do fosfato de calcio, que colaboram
para a redugao da estabilidade micelar da k-caseina (O’'CONNELL et al.,2006)[18].

O diagnostico é extremamente importante para saber se o problema é mesmo o
LINA e nao o leite acido. Segundo a pesquisadora, a diferenciagdo é necessaria porque o
teste do alcool detecta a existéncia do problema, mas nao qual deles, o que pode causar
confusdo na hora do tratamento. Uma vez confirmado o LINA, o que pode ser feito através
de testes realizados pelo proprio produtor e outros que vao precisar de auxilio técnico, é
necessario solucionar o problema através da adogao de uma série de medidas. A primeira
delas é a secagem dos animais que estejam em periodos acima de dez meses em lactacao.
Depois vem a questao da alimentacdo, mas isso varia de caso a caso, dependendo das
condigoes da propriedade. O mais indicado, porém, é a prevencao, que pode ser feita com
ajuda de uma programacao o ano todo e que contemple as diferentes necessidades dos

animais e condigoes climéticas [37].

Na literatura, hé referéncia sobre a influéncia do LINA no rendimento e qualidade
dos derivados lacteos e as implicacoes deste leite sobre os equipamentos de processamento
térmico, onde ocorrem deposi¢coes anormais, necessitando mais interrupgoes durante o
processo para a realizacao de limpezas nos trocadores térmicos, reduzindo o valor do
produto final e onerando o processo produtivo da industria. Tais altera¢oes ja foram
relatadas pela literatura em diferentes regides do mundo como no Japao (Yoshida [45]),
na Itélia (Pecorari et al. [46]), no Iran (Sobhani et al. [47]), em Cuba (Ponce [48]), no
Uruguai (Barros et al. [33]) e no Brasil (Donatele et al. [50]; Conceicao et al. [51], Marques
[53]; Zanela [17]).
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3.1.3.3 Contaminagdo microbiana e a acidez do leite.

A qualidade higiénica do leite esta diretamente relacionada, principalmente, com
a sanidade do rebanho, da qual fazem parte a dgua, o manejo do gado, os cuidados na
ordenha e a aplicagao das boas praticas de higiene. Do ponto de vista higiénico, o leite

deve ter as seguintes propriedades caracteristicas:

Agradavel (com preservagao das suas propriedades: sabor, cor, odor, viscosidade);
« Limpo (livre de sujeiras, micro-organismos e residuos);
 Fresco (composigao correta e conservagao adequada);

e Seguro (nao cause problemas a saude).

Para se determinar a acidez do leite, podemos avaliar os resultados de seu pH ou de sua
acidez titulavel. A legislacao brasileira considera normal o leite que apresenta acidez
titulavel entre 15 e 18 °D. Esta acidez titulavel, natural do leite (denominada também
de acidez aparente), resulta da presenca de C'O, , fosfatos, citratos, caseina e de outros
constituintes de menor importancia do leite. Estes compostos estao presentes na porcao
aquosa (soro) do leite e fazem parte dos "sélidos ndo-gordurosos". Portanto, o leite que
contém grande quantidade de solidos nao-gordurosos pode apresentar acidez aparente mais
alta que o normal. Na tabela 2, observamos as alteracao produzidas no leite pela acao das

bactérias.
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Tabela 2 — Alteracoes do leite ocasionadas por micro-organismos

Alteracao Micro-organismo

Acidificacao e coagulacao Bactérias acido-laticas lactococcos, lactobacillus,
micrococcus, microbacterium, coliformes, leveduras.

Produgao de gas Coliformes e leveduras

Gelificacao e sabor amargo  Bacillus, Proteus, Clostridium, Aeromonas, Pseudomo-
nas

Coagulacao sem acidificacdo Bacillus coagulans, Bacillus stearotermophilus, Bacillus
subtilis

Aumento da viscosidade Enterobacter aerogenes, Alcaligenes viscolatis,
Leuconostoc mesenteroides, Bacillus ssp, E. coli, Micro-
COCCoS

Alteracao de cor Rosada: Propionibacterium e Lactobacillus, Vermelho:
Serratia marcescens;
Azul: Pseudomonas syncianae; Amarela: Pseudomonas
synxantha

Odores e sabores variados Odor de mofo: Bolores;
Frutas: Leveduras;
Estabulo: Coliformes;
Peixe: Aeromonas;
Terra: Actinomyces;
Malte: Lactococcus lactis biovar, Maltigenis;

Medicamentos: Enterobacter aerogenes

Fonte: Adaptado de Micro-organismos que Deterioram a Qualidade do Leite,

Carla C. Lange e José R. F. Brito, 2005) [15]

Os lactobacilos executam fermentacao latica, em que o produto final é o acido
latico. Para isso, eles utilizam como ponto de partida a lactose, que é o ag¢ucar do leite,
desdobrado, por acdo enzimatica que ocorre fora das células bacterianas, em glicose e
galactose. A seguir, os monossacarideos entram nas células, onde ocorre a fermentacao.
O sabor azedo do leite fermentado se deve ao acido latico formado e eliminado pelos
lactobacilos. O abaixamento do pH causado pelo acido latico provoca a coagulacao das
proteinas do leite e a formagao da coalhada, usada na fabricacao de iogurtes e queijos.
Elevados niveis de contagem bacteriana interferem diretamente na composicao de leite,
determinando um aumento da concentracao de proteina e reducao dos niveis de lactose
(Bueno et al., 2008)[27]. Torna-se importante ressaltar que o aumento do teor de proteina
no leite com alta CBT é decorrente da grande passagem de proteinas sanguineas e nao

pelo aumento do teor de caseina (Fonseca e Santos, 2000) [57]. A Instrucao Normativa 51
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(IN 51) no Diério Oficial da Unido, em 18 de setembro de 2002 estabeleceu limites para
CTB e CCS (BRASIL, 2002)[1]. Posteriormente, a IN 51 foi alterada e passou a vigorar a
Instrucao normativa 62/2011 (IN 62)[13] para a qualidade do leite cru produzido, com os
novos limites para contagem bacteriana total (CTB) e CCS (BRASIL, 2011). Na tabela 3
estao relacionados os valores maximos de CTB e CCS e as datas limites adotadas pela

IN62.

Tabela 3 — Valores maximos de CTB e CCS e datas limites adotadas pela IN62.

Periodo CCS (cel/ml) CBT (cel/ml)
01.07.2008 a 31.12.2011 7,5 x 10° 7,5 % 10°

01.01.2012 a 30.06.2014 6 x 10° 6 x 10°

01.07.2014 a 30.06.2016 5 x 10° 3 x 10°

a partir de 2016 4 x 10° 1 x 10°

Fonte: Adaptado Alex L. da Silva, Marcos I. Marcondes, Daniele C. Jacome.
junho/2013

3.1.3.4 Mastite

Mastite, segundo Philpot & Nickerson (2002)[40], é a inflamacao da glandula
mamaria proveniente de trauma ou lesao, irritacao quimica ou, sobretudo, infec¢ao causada
por micro-organismos, especialmente por bactérias. Segundo Bradley (2002)[43], a mastite
é a doenca mais importante economicamente que acomete o gado leiteiro, sendo responséavel
por 38% do total dos custos diretos com as doengas comuns de produgao. A composi¢ao
do leite do animal com mastite é alterada, com tendéncia ao aumento dos componentes
provenientes do sangue. O contetido de sédio no sangue é maior do que o de potassio.
O pH do sangue ¢é de 7,3 a 7,5 e o teor de calcio é menor do que o do leite. O leite de
vacas com mastite possui maior teor de sddio e menores teores de calcio, fésforo e potéssio.
O pH tende a ficar alcalino e, portanto, com menor acidez titulavel. No leite normal, a
plasmina é a principal enzima responsavel pela atividade proteolitica, juntamente com o
seu precursor inativo, o plasminogénio. No leite obtido de quartos mamarios com mastite
subclinica, a producao de plasmina e plasminogénio aumenta, predispondo a protedlise
(Leitner et al., 2005)[44]. A atividade proteolitica é insensivel & pasteurizagao, ou seja,
mesmo apés o tratamento térmico, a enzima continua ativa. No leite proveniente de vacas
com mastite, as enzimas, catepsina e plasmina aumentam, influenciando no processo de
coagulagdo e, consequentemente, na perda de componentes para o soro, o que refletird na

composi¢ao do produto final, diminuindo o teor de proteina.
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3.1.3.5  Efeito do etanol sobre a estabilidade do leite

Segundo Barros (2001)[32], a prova do alcool é empregada para medir a estabilidade
térmica do leite, determinando o aceite ou a rejeicao, por parte da industria, no momento
da recepgao do leite. No momento da coleta do leite, é obrigatorio a aplicacao do teste do
alcool, sendo que a legislacao brasileira determina uma concentragao minima de 72% v/v,
sempre acompanhado de alizarol. Leites que precipitem na execucgao do teste, devem ser
rejeitados (Brasil, 2002). Quanto maior a concentracao de alcool utilizada no teste menor
sera a constante dielétrica da mistura o que vai determinar uma menor capacidade repulsiva
da estrutura micelar o que acaba propiciando a precipitagao (Negri, 2002; Mikheeva et
al., 2003)[34]. A constante dielétrica interfere no grau de ioniza¢do do grupamento R
dos aminoacidos e dessa forma, tende a agregar-se (Lehninger, 1995)[39]. Os fatores
nutricionais interferem de forma decisiva na estabilidade do leite ao alcool, principalmente
pelo fato que desequilibrios possibilitam alteracao de pH do leite e aumento nos niveis de
célcio idnico, o que desestabiliza a micela (Barros, 2006)[52]. Em um trabalho realizado
com a utilizagdo de dietas anidnicas, obteve-se uma reducao do pH do leite e chegou-se a
uma reducao da concentracao de alcool necessaria para promover a coagulagao do leite
(Marques et al., 2006)[28]. Outro fator de interferéncia importante é o tempo de lactacao
que, em animais nos tercos inicial e final da curva de lactacdo tendem a apresentar uma

maior concentracao de cdlcio idnico no leite (Paez et al. 2006)[29].

Segundo Lin et al. (2003)[38], a estabilidade ao etanol na concentracao de 75% é
considerada o limiar da estabilidade do leite durante o tratamento UHT. A Figura 2 mostra
a frequéncia de amostras de leite instdvel ndao acido em diferentes concentracoes alcodlicas
(68, 72, 75 e 78% v/v), em 85 amostras de leite cru do municipio de Sapopema-PR,

analisadas entre junho e julho de 2009.
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Figura 2 — Concentragdo de dlcool no alizarol
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Fonte: Revista Candido Tostes n®384 [68].

Um grande nimero de amostras de leite instavel sem acidez adquirida foi detectado
nesse estudo (Figura 2). Das 53 amostras instdveis ao alizarol 72% (v/v), apenas 16
(30,19%) possuifam acidez acima de 18 °D, o restante das 37 (69,81%) amostras apresentou
acidez entre 14 e 18 °D. A tabela 4 sintetiza um estudo realizado no Instituto de Laticinios

Candido Tostes, relacionando os percentuais de etanol com o indice de falso positivo.

Tabela 4 — Relago entre percentual de etanol e incidéncia de LINA

Instabilidade a prova do alcool Instabilidade a prova da fervura

Estaveis LINA LIA Estaveis LINA LIA
68% 63 13 9 2 0 3
72% 32 37 16 2 0 3
5% 22 44 19 0 1! 4
78% 8 56 21 0 1t 4

Fonte : Rev. Inst. Latic. Candido Tostes, 2012 [68].

Os resultados sdo semelhantes aqueles encontrados por Molina et al. (2001)[35],
que analisaram 96 amostras de leite cru sem acidez adquirida e concluiram que o aumento
progressivo da graduacao alcodlica de 75% para 80% e posteriormente para 85% resultou

no aumento da instabilidade do leite, sendo respectivamente 8,3%, 61,5% e 94,8%.

L' Amostra descartada por aguagem.
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3.1.4 A fraude econdmica do leite

A prética de adulteracao no leite é comum em parte dos estabelecimentos industriais
envolvidos com a produgao, beneficiamento e/ou envase do leite, podendo as fraudes serem

caracterizadas em dois tipos:

o sanitaria: adigdo de substancias estranhas ao leite com o intuito de mascarar

deficiéncias do produto, podendo tais produtos causar mal a satde;

e econdOmica: adicao de substancias indcuas, que aumentam o volume de leite, mas

nao causam mal & satide (ABLV, 2007)[36].

Segundo Velloso (2003) [54], essas adulteragoes sao mais comumente praticadas no
leite fluido com a adigao de agua, leitelho e soro de leite . Este tltimo, adicionado ao leite
fluido ¢é financeiramente mais atrativo. No entanto, desde que o produto final receba a
denominagao “bebida lactea”, a sua adicao é permitida pela legislacao brasileira e, para
isso, é também necessario que contenha, no minimo, 51% de base lactea [41] (BRASIL,
2005 apud OLIVEIRA, 2009). A tabela 5 relaciona os adulterantes comuns do leite e seus

efeitos.

Tabela 5 — Tabela de adulterantes e componentes quimicos reportados na literatura como sendo

frequentemente adicionados ao leite para promover a sua fraude econdémica.

Adulterante Efeito

Agua Aumento de volume

Soro Aumento de volume

Urina de vaca Mascarar o estado do leite, bactericida
Agua oxigenada Mascarar o estado do leite, bactericida
Soda cdustica Mascarar o estado do leite dcido (alcalino)
Uréia Aumenta o teor de proteina (nitrogénio)
Formol Mascarar o estado do leite, bactericida
Leitelho Aumento de volume

Fonte: Adaptado de Food Fraud Database [14]

A ingestao de leite adulterado com sal, para disfarcar a diluicdo de agua no produto,
pode causar efeitos imediatos a satide humana — especialmente em criancas. A a¢ao mais
direta do excesso de sdédio no organismo é o aumento da pressao arterial e da sobrecarga
renal, explica a nutricionista Gilberti Helena Hubscher, professora da Universidade Federal
de Santa Maria (UFSM).

A adigao de solugoes alcalinas, para prolongar a conservagao ou diminuir a acidez

do leite, é considerada fraude. Contudo, bicarbonatos, formol, acido bérico, peréxido de
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hidrogénio, bicromato de potassio, hipocloritos e dcido salicilico tém sido empregados
como conservadores (BEHMER, 1987; PEREIRA et al., 2001). Segundo [67]BEHMER
(1987), o amido, o aglcar e a urina sdao utilizados criminosamente para encobrir a adi¢ao

de agua ao leite, aumentando a densidade.

3.2 A ACIDEZ DO LEITE

O leite é um produto altamente perecivel, podendo ter suas caracteristicas sensoriais
alteradas pela acao de microrganismos e ser um veiculo de doengas, caso nao passe por

processos higiénico-sanitarios desde a ordenha até o processo de embalagem.

Nos tultimos anos, a qualidade do leite vem sendo bastante discutida por todo
o setor leiteiro e diversas acoes no intuito de implementar melhorias continuam sendo
desenvolvidas por toda a cadeia lactea. As etapas de ordenha e armazenamento do leite, até
que seja entregue na industria, para Oliveira (2005)[59], sdo criticas para sua contaminagao,
que é extremamente variavel. A grandeza e a diversidade da populagao contaminante
variam consideravelmente e estao intimamente associadas a origem do leite (HARVEY &
HILL, 1989; PELCZAR et al., 1996)[58].

O MAPA criou o Programa Nacional de Melhoria da Qualidade do Leite (PNMQL)
que tem parte do seu amparo legal na IN 51, que estabelece critérios para a produgao,
identidade e qualidade do leite. Em 2006 o MAPA também passou a monitorar a presenca
de residuos de drogas veterinarias e contaminantes ambientais em leite e demais produtos

de origem animal por meio do Plano Nacional de Controle de Residuos.

Para dar suporte analitico aos regulamentos técnicos publicados, foi criada em abril
de 2002 a RBQL, estrutura de fundamental importancia na implementacao das medidas
propostas. Os laboratorios credenciados a RBQL estao distribuidos pelo Brasil, de forma

que as principais bacias leiteiras do pais possam ser monitoradas adequadamente.

Esses laboratorios da RBQL vem realizando rotineiramente analises de composicao,
CCS, CBT e residuos de antibidticos. Para isso, contam com equipamentos eletronicos que
aumentam a capacidade analitica, promovendo um maior nimero de resultados em menor

tempo, atendendo, assim, a demanda por andlises solicitadas por indistrias e produtores.

A seguir, uma breve descri¢do sobre as principais analises realizadas, destacando

sua finalidade, determinacao e os limites aceitaveis para leite bovino:

Acidez: E um dos testes preconizados para avaliar o grau de qualidade do leite,
pois qualquer aumento de acidez além dos valores normais é um indicativo da agao de
microrganismos sobre a lactose, que é metabolizada a acido lactico. A acidez pode ser
determinada qualitativamente pelo teste de alizarol e quantitativamente pela titulacao
ou pH. A acidez titulavel é expressa em graus Dornic ( °D) e seu resultado pode variar

de 14-18 °D. A determinacao do pH através de phmetros é outra forma de se conhecer a
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acidez do leite e derivados, apresentando-se normalmente numa faixa de variacao entre 6,6
e 6,8.

Indice crioscépico: baseia-se no ponto de congelamento do leite em relacdo ao
da agua com o objetivo de detectar fraudes por aguagem e sua determinacao padrao é
realizada por meio de crioscépicos eletronicos que fornecem seus resultados expressos em
graus Hortvet ( °H), podendo ser convertidos para graus Celsius ( °C). O limite aceitavel
pela legislagao é de -0,530 °H(equivalente a -0,512 °C).

Contagem bacteriana total (CBT): medida de contaminacao e qualidade higiénica do
leite cru que vem sendo determinada por equipamentos automatizados de alto rendimento
analitico. Seus resultados sao fornecidos em unidades formadoras de coloénias (UFC) e
segundo a legislagao, o limite aceitavel é de 750.000 ufc/mL, sendo para as regides Norte e
Nordeste a partir de julho de 2010 e para as demais regides, a partir de julho de 2008,

devendo ser analisados mensalmente.

Composigao e Contagem de Células Somaticas (CCS): As andlises de proteinas,
gordura, lactose, solidos totais e CCS também vem sendo realizadas com mais facilidade
e rapidez por meio de equipamentos automatizados pelos laboratérios da RBQL. Os
limites legais minimo para gordura, proteina e sélidos nao gordurosos sao 3,0; 2,9 e
8,4, respectivamente. Normalmente a microbiota contaminante do leite ¢ composta por
bactérias, enquanto as leveduras e fungos sdo mais raros de serem encontrados (LIMA,
1998)[62]. Dentre os contaminantes estao as bactérias laticas, coliformes, Micrococcus,
Staphilococcus, Enterococcus, Bacillus, esporos de Clostridium e bastonetes gram-negativos
(JAY, 1996)[60]. Por outro lado, segundo (JAY, 1998)[61], em condigoes adequadas de
manipulagdo e armazenamento, predomina a flora Gram positiva. Residuos de antibidticos:
o objetivo dessa analise é avaliar residuos de antibidticos e de outros agentes inibidores do
crescimento microbiano na matéria-prima, pois os mesmos podem causar riscos a saide
publica. E uma andlise exigida por lei, tem sido realizada nos laboratoérios da RBQL e o

resultado deve ser negativo, ou seja, o leite deve ser isento de residuos.

O MAPA devera ser mais um balizador e auditor do que fiscal propriamente
dito. O SIF atua juntamente as industrias processadoras. As equipes de fiscais federais
agropecuarios e de agentes de inspecao devem orientar e avaliar os estabelecimentos através
do fornecimento das analises realizadas em laboratérios pertencentes a RBQL. As analises
terao que ser realizadas mensalmente e a avaliagao sera realizada pela média geométrica
sobre o periodo de trés meses. O leite com problema deve sofrer destinacao, conforme Plano
de Controle do estabelecimento, que deve tratar da questao baseando-se nos Critérios de
Julgamento de Leite e Produtos Lacteos, do SIF/DIPOA (IN51)[1].

E fato que a qualidade do leite que chega na indistria de processamento seja
determinada pela qualidade do leite que sai da propriedade e por isso, dois pontos tornam-

se relevantes: primeiro, a escolha de fornecedores que primem pela qualidade e segundo,
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o transporte do leite realizado de forma criteriosa até a industria. O pagamento por
qualidade praticado pelas industrias vem incentivando e contribuindo para a melhoria da
qualidade. Cada laticinio monta seu programa e varios indicadores de qualidade fazem

parte, como é o caso, principalmente, da CCS, CBT, proteina e gordura.

Produtos industrializados que apresentam-se fora dos padroes estabelecidos sdo
indicativos da utilizacdo de matéria-prima de baixa qualidade ou que sofreram falhas

higiénicas no processamento industrial.

Apesar dos avancos no quesito qualidade do leite, muito trabalho ainda precisa
ser feito. E importante que o monitoramento seja realizado de forma continua em todas
as etapas e que esforgos sejam realizados de forma consistente por todos os atores da
cadeia produtiva, ou seja, consumidores mais exigentes geram demandas por produtos
de qualidade e as industrias, por sua vez, e uma matéria-prima de melhor qualidade aos
seus produtores. Diante desse cenario, é necessario que cada segmento envolvido faca
efetivamente a sua parte, tornando a cadeia produtiva mais competitiva atendendo as

necessidades e exigéncias dos consumidores.

3.3 MEDIDAS POTENCIOMETRICAS E O ELETRODO DE pH

3.3.1 OpH

O pH ¢é simbolo para uma medida fisico-quimica que significa potencial hidrogenio-
nico ou potencial de hidrogénio, que indica a acidez, neutralidade ou alcalinidade de uma
solucao aquosa. O termo pH foi introduzido, em 1909, pelo bioquimico dinamarqués Soren
Peter Lauritz Sorensen (1868-1939) com o objetivo de facilitar seus trabalhos no controle
de qualidade de cervejas. O p vem do alemao potenz, que significa poder de concentracao,
e o H é para o fon de hidrogénio (H*). Matematicamente, o p equivale ao simétrico do

logaritmo (cologaritmo) de base 10 da atividade dos fons a que se refere. Para fons (H™):
pH = —logy, [ag+] (3.1)

Sendo que ag+ representa a atividade em mol dm=3. Em solugoes diluidas (abaixo
de 0,1 mol dm™2), os valores da atividade se aproximam dos valores de concentracao,

permitindo que a equagao anterior seja escrita como:

pH ¢é o logaritmo negativo da concentracao de H™

No final do século XIX, o quimico Arrhenius propos, a partir de diversas discussoes,
a definicdo de acido e base. Segundo o cientista, acidos sdo substancias que, em solucao
aquosa, sao ionizadas, desprendendo fons (H™), enquanto as bases ou hidréxidos sao

substancias que, em solugao aquosa, passam por uma dissociagao i6nica, lancando como
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tnico tipo de anion o radical (OH ™) (hidroxila ou oxidrila). O termo utilizado para

representar tais fungoes inorgéanicas é o pH, potencial hidrogenionico.

Uma expressiva consequéncia da teoria acido-base de Arrhenius é a possibilidade de
estabelecer uma escala para aferir o teor de acidez ou basicidade de uma dada substancia.
Esse instrumento é comumente conhecido como escala de pH, uma escala numérica

apresentando valores que variam de 0 a 14.

A escala de pH é formulada a partir de calculos matematicos que expressam a
concentracao do ion na solucao. Para determinar o valor do pH ¢ utilizada a seguinte

equagao matematica, em que [(HT)] representa a concentracao de hidrogénio em mol/L.

Na escala de pH, as substancias cujo pH é menor que 7 sao classificadas como
acidas, aquelas que apresentam pH maior que 7 sao classificadas como basicas e aquelas
que apresentam pH em torno de 7, sao consideradas neutras. Na Figura 3, observamos a

escala de pH com alguns produtos de uso comum.

Figura 3 — Escala de pH
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Fonte: Proéprio autor

3.3.2 Medida de pH

A determinagao do pH é feita eletrometricamente com a utilizacao de um poten-
ciometro e eletrodos. O principio da medicao eletrométrica do pH é a determinacao da

atividade ionica do hidrogénio utilizando o eletrodo padrao de hidrogénio, que consiste
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de uma haste de platina sobre a qual o gas hidrogénio flui a uma pressao de 101 kPa. O
eletrodo de hidrogénio, no entanto, nao é bem adaptado para uso universal, especialmente
em trabalho de campo ou em solugoes contendo espécies quimicas contaminantes do

eletrodo. Assim, um outro eletrodo, o de vidro, é comumente utilizado.

3.3.3 M¢étodos eletro analiticos

As relagoes entre a matéria e a eletricidade sdo o objeto de estudo da eletroquimica.
As solugoes sao especialmente importantes para a bioquimica analitica. As propriedades
elétricas de uma solugao dependem tanto da natureza dos componentes quanto da sua
concentragao, permitindo que métodos qualitativos e quantitativos de analise sejam
desenvolvidos. Estas propriedades elétricas das solugoes sao medidas utilizando-se eletrodos

em arranjos (dispositivos) conhecidos como células eletroquimicas.

Células eletroliticas. Quando uma diferenca de potencial é aplicada através de dois
eletrodos que estao mergulhados numa soluc¢ao, uma corrente ird fluir entre ambos (Figura
4). A quantidade de corrente que flui depende da tensdo aplicada e das propriedades
eletroquimicas das solugoes. Isso fornece a base para os métodos condutivimétrico e
polarograficos de andlise. De um modo semelhante, a quantidade total de mudanca
quimica que tem lugar em um eletrodo esta relacionada com a quantidade total de corrente.

Esta é a base de métodos da anédlise coulométrica.

Figura 4 — Diagrama esquemaético de uma célula eletrolitica.
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Fonte: Adaptado de Analytical Biochemestry[56].
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Existem dois tipos principais de células eletroquimicas:Células galvanicas ou voltai-
cas. Em algumas células, a natureza quimica dos eletrodos e as solucoes resultam em uma
reagao quimica que ocorre com os eletrodos produzindo energia elétrica (baterias), mas sem
a necessidade de uma tensao externa (Figura 5 ). Este tipo de célula é utilizada em métodos
potenciométricos em que nenhuma tensao é aplicada a célula, embora nenhuma corrente
flua efetivamente entre os eletrodos (ndo polarizados), que desenvolvem um potencial em
relacao a solucao, devido a natureza dos eletrodos e da solugao. Esse potencial pode ser

medido e relacionado com a concentracao de ions da solucao.

Figura 5 — Diagrama esquematico de uma célula galvanica.
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Fonte: Adaptado de Analytical Biochemestry [56].

O potencial desenvolvido por um tnico eletrodo numa solugao é provocado pela
tendéncia da solucao de doar ou aceitar elétrons e pode ser calculado utilizando-se a

equagao de Nernst:
~2,3026 RT

E=E"
nk

loga (3.3)

o« E ¢é o potencial do eletrodo para a concentragao especificada
o E° ¢é o potencial do eletrodo padrao

e R ¢é a constante dos gases
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o T ¢é a temperatura absoluta
e n ¢ o numero de elétrons envolvidos
o F' ¢é a constante de Faraday

a ¢ a atividade i0nica

Para medidas feitas a 25°C a equagao simplifica para:

0,099

E=FE" loga (3.4)

Nao pode haver uma reacao quimica num tal sistema sem que haja um doador ou
aceitador de elétrons para completar o processo. Cada um destes sistemas de eletrodos é
conhecido como uma meia-célula e o potencial desenvolvido por uma meia-célula nao pode
ser medido em termos absolutos, mas apenas em comparagao com o da outra meia-célula.
A reacdo quimica que ocorre em cada meia-célula é conhecida como meia reagdo. Um
eletrodo ativo consiste de um elemento (M), no seu estado nao combinado que é capaz de

estabelecer um equilibrio com uma solugao que contém os ions:

M=M"+e" (3.5)

A ionizacao de atomos ou moléculas resulta em um potencial cuja intensidade esta
relacionada com a concentragdo dos fons. A concentracao eficaz dos fons (conhecida como
a atividade ionica) é mais significativa do que a concentragdo molar. Os valores para a
atividade e concentracao sao os mesmos em solugoes muito diluidas. Eletrodos inertes,
tais como a prata, a platina, e carbono, sdo utilizados unicamente para fazer contato
elétrico com a solucao e refletir apenas o potencial da solugdo. Eles sdo usados para medir
o potencial de solugoes contendo misturas de fons que tém uma tendéncia para transferir

elétrons entre eles, por exemplo, ions férricos e ferrosos:

Fedt 4 e = Fe*t (3.6)

Tais reagoes sao conhecidas como reagoes redox (oxirredugao) e, neste caso, o
potencial desenvolvido pelo sistema do eletrodo depende da tendéncia dos ions ferrosos
para doar um elétron em comparagao com a tendéncia dos fons férricos de aceitar um.
O potencial do eletrodo padrao de um elemento é definido como o seu potencial elétrico
quando ele esta em contato com uma solugdo molar de seus ions. Qualquer meia-célula
sera capaz de oxidar, isto é, aceitar elétrons de qualquer outra meia-célula que tenha um

potencial mais baixo em seu eletrodo (Tabela 6).
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Tabela 6 — Potencial do eletrodo padrao com pH 7.0.

Meia-reagao E° (Volt)
Oxigénio/dgua 0,81
Férrico/ferroso 0,77
Cianeto ferroso/cianeto férrico 0,36
Oxigénio/peréxido de hidrogénio 0,30
Citocromo ¢ férrico/ferroso 0,22
Acido deidroascorbico/4cido ascérbico 0,08
piruvato/lactato -0,19
FAD/(FADH,) -0,22
(NAD')/NADH -0,32
(2H") /(2H,) -0,42
Ferroso/ferro -0,44

Fonte: Adaptado de Analytical Biochemistry 3rd ed [56].

E impossivel medir o potencial de uma meia-célula diretamente e uma meia-célula
de referéncia deve ser usada para completar o circuito. O eletrodo de hidrogénio (Figura
6) é o eletrodo de referéncia padrao contra a qual todas as outras meia-células sdo medidos
e ¢ atribuido arbitrariamente um potencial de eletrodo padrao de zero no pH 0. Uma vez
que ¢ dificil de preparar e de utilizagao trabalhosa, um eletrodo de calomelano saturado é

frequentemente usado em seu lugar.
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Figura 6 — Diagrama esquematico de um eletrodo de hidrogénio.
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Fonte: Adaptado de Analytical Biochemestry [56].

Um eletrodo de folha de platina, recoberto com negro de platina é mergulhado
numa solugao de 4cido cloridrico (1,0 mol [7'). O gds hidrogénio a uma pressdo de 1 atm
(101 kPa) comega a borbulhar através do eletrodo e é absorvido pelo negro de platina. O

meio de reacao para o eletrodo pode ser representado como:

2HT +2e¢~ = Hy (3.7)

O eletrodo padrao tem um potencial de 0,242 V em relagao ao eletrodo de hidrogénio.
Ele consiste de um eletrodo de mercirio em equilibrio com os ions de mercurio no sal
ligeiramente soluvel, cloreto de merctrio (Figura 7). Uma alta concentragao de fons cloreto é
mantida por meio de uma solugao saturada de cloreto de potassio, que também proporciona

um meio de assegurar contato elétrico com qualquer outra meia-célula utilizada.
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Figura 7 — Diagrama esquematico de um eletrodo de calomelano.
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Fonte: Adaptado de Analytical Biochemestry [56].

Um fio de platina faz um contato elétrico com um eletrodo que é composto de
uma massa de mercirio metélico, cloreto de merctrio (calomelanos) e cloreto de potéssio.
Uma solucao saturada de cloreto de potassio completa metade da célula e proporciona um

contato elétrico através de um tampao poroso.

A sensibilidade dos instrumentos que utilizam circuitos de baixa resisténcia elétrica é
determinada primeiro pela sensibilidade do galvanémetro (Figura 8). Sistemas de eletrodos
que tém uma alta resisténcia, por exemplo, eletrodos de vidro, requerem um voltimetro de
alta impedancia, o qual converte o potencial gerado em corrente que pode ser amplificada e
medida. Tais instrumentos sao comumente conhecidos como medidores de pH, mas podem
ser utilizados para muitas outras medigoes potenciométricas de pH. Em titulacao, muitas
vezes pode ser conveniente utilizar a potenciometria. Muitas vezes nao é o valor real do
potencial de eletrodo que é importante mas, sim o padrao de mudanca de potencial com
que varia a composic¢ao da solugao. Medicoes de pH e redox sao particularmente bem
adequados para tais métodos. Em muitos casos, o ponto de equivaléncia sera indicada por
uma mudanga significativa no potencial (Figura 9), mas, por vezes, a mudanga no ponto
de equivaléncia é dificil de se detectar e pode ser mais conveniente utilizar um grafico da

derivada. Em vez do gréfico do potencial (E) contra o volume de titulante (V), é tragado

um grafico da variacao no volume NG contra volume. O grafico da derivada primeira
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(Figura 10) indica o ponto de equivaléncia como um pico.

Figura 8 — Diagrama do método classico do circuito com potenciémetro
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Fonte: Adaptado de Analytical Biochemestry [56].
A tensao do circuito de teste é equilibrado contra uma tensido conhecida por meio

de uma resisténcia variavel, utilizando um galvanometro que indica a posi¢do em que nao

hé fluxo de corrente (zero central).
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Figura 9 — Curva de titulacéo
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Fonte: Proéprio autor
Acido acético (10 ml de solucio de 0,1 mol [71) foi titulada com uma solugio de

hidréxido de sodio (0,2 mol [71) e o pH da solucio resultante representada graficamente

contra a quantidade de alcali adicionado.
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Figura 10 — Primeira derivada
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Fonte: Proéprio autor

Se dois eletrodos idénticos sao colocados em solugoes separadas que sdo semelhantes
em todos os aspectos exceto para a concentracao dos ions de teste, o potencial desenvolvido
entre os eletrodos vai ser relacionado com a proporcao das duas concentracoes, como
por exemplo, eletrodos de Ag-AgCl em solugbes contendo fons cloreto . Uma curva de
calibracao de potencial desenvolvido em uma série de concentragoes conhecidas de fons
de teste pode ser usado na andlise de amostras desconhecidas. E aconselhével tracar o
grafico como potencial em funcao do logaritmo de concentracao para dar a relagdo de linha
reta, tal como indicado pela equacdo de Nernst. E necessério adicionar uma quantidade
constante de uma elevada concentracao de um eletrélito nao reativo para dar todas as
solugoes testadas a mesma forga i6nica. Isto é porque o potencial depende da atividade

dos ions, em vez de concentracao.

3.3.4 Medicao do pH

O elétrodo de vidro é mais comumente utilizado para a medicao de rotina do pH
(Figura 11). Ele consiste de um eletrodo de cloreto de prata-prata em uma solu¢ao de
referéncia de dcido cloridrico (geralmente 0,1 mol [7!) contido em uma membrana de
vidro. A membrana é feita de um vidro especial, geralmente um aluminossilicato hidratado
contendo fons de sédio ou de cdlcio. E seletivamente permedvel a fons de hidrogénio
e o potencial que se desenvolve através da membrana depende da concentragao de ion

hidrogénio da solucao de teste, em comparacao com a solucao de acido de referéncia
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dentro do eletrodo. Este potencial pode ser medido contra um eletrodo de calomelano de
referéncia, usando um voltimetro de alta impedéancia. Para facilitar a operacao do eletrodo
de vidro, este é muitas vezes combinado com um eletrodo de referéncia de calomelano em
uma Unica sonda (Figura 12). Eletrodos de vidro devem ser armazenados em agua quando
nao estiverem em uso, a fim de manter a membrana de vidro completamente hidratada.
Existe uma relacao quase linear entre pH e o potencial ao longo de uma faixa de pH que
vai de 2 a 10, entretanto com valores de pH extremos eletrodos de vidro especiais deve ser
usado. A calibracao dos instrumentos é essencial e pode ser obtida tanto com tampoes cujo
pH foi previamente medido usando um eletrodo ou solugoes de produtos quimicos muito
puros preparados em concentragdes especificas de hidrogénio, por exemplo, uma solucao de
biftalato de potdssio (0,05 mol {~!) tem um pH de 4,00 a 15 °C. Para medigdes acima da,
escala de pH é necessario padronizar o instrumento em pelo menos duas solugoes tampao
padrao que cubram a faixa necessaria, certificando-se de que o ajuste de temperatura

correta é usada.

Figura 11 — Eletrodo de vidro
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Fonte: Adaptado de Analytical Biochemestry [56].
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Figura 12 — Eletrodo combinado de pH
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Fonte: Adaptado de Analytical Biochemestry [56].

3.3.5 Eletrodos de ions seletivos

A membrana do eletrodo de vidro utilizado para medi¢oes de pH é seletivamente
permeavel aos ions de hidrogénio e a partir deste conceito de base, toda uma série de
eletrodos seletivos de fons tém sido desenvolvidos. Variando a composi¢ao da membrana
de vidro pode alterar a permeabilidade do vidro. Embora tais eletrodos possam ser
descritos como especifico para fons como Na®™, K*, Ca®™ e NH," eles sdao na verdade
apenas seletivos e nao especificos e, muitas vezes mostram interferéncia significante de
outros fons, em especialmente os ions de hidrogénio. Em todos os casos, o desenho basico
dos eletrodos é o mesmo (Figura 14(a)), mas a natureza da membrana seletiva de fons
varia.

interferentes.
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Tabela 7 — Tabela eletrodo {on-seletivo

Ton de teste

Material da membrana ions interferentes

Fluoreto LaF I Br CI”
Cloreto AgCl/Ag*S ST
Brometo AgBr/Ag*S S T
Eletrodos de Iodeto Agl /AgZS S
estado sélido Sulfito Agl /Ag2S
Ctprico Ag’S ,Cus Hg® Ag"
Plimbico Ag®S PbS Hgt Ag"
Cadmio AgZS/CdS Hgt Ag' Cu®**
Prata Ag’S
Potassio Valinomicina em difenil-éter
Eletrodos de Amonio Macrotetrolides em tris(etil-hexil) fosfato
membrana liquida Célcio Dialquil fosfato de calcio em dioctil fenil fosfato

Célcio/Magnésio  Acido dialquil fosférico em dlcool alifatico

Fonte: Adaptado de Analytical Biochemestry [56]

Um eletrodo concebido para medir a atividade de ions de prata (figura 14) usa

uma membrana cristalina de sulfureto de prata. O equilibrio entre os ions de prata moveis

da membrana e os ions sulfeto de prata nas solugoes resulta no desenvolvimento de uma

diferenca de potencial através da membrana.
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Figura 13 — (a) Eletrodo ion seletivo, (b) Eletrodo de estado sélido que mostra uma resposta de
primeira ordem, (c) Eletrodo de estado sélido que mostra uma resposta de segunda

ordem e (d) Eletrodo de estado sélido que mostra uma resposta de terceira ordem.
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Fonte: Adaptado de Analytical Biochemestry [56].

O elétrodo esquematizado na Figura 14(b) pode ser modificado pela incorporagao
de cloreto de prata na membrana para permitir a atividade de ions cloreto em uma amostra
a ser medida. Uma reacao superficial entre os ions cloreto do teste e os ions de prata

de membrana altera a atividade do tultimo, resultando numa mudanca na diferenca de

potencial através da membrana.



52

Em eletrodos de estado sélido a membrana é um disco sélido de um material
cristalino relativamente insoltvel, que mostra uma elevada especificidade para um ion
particular. A membrana permite movimento de ions no interior da estrutura da rede
cristalina Estes normalmente tém a menor carga e didmetro. Assim, apenas os fons que
sao muito semelhantes para os ions maéveis internas podem ter acesso a membrana a partir
do exterior, uma caracteristica que lhe da cristal membranas sua elevada especificidade.
Quando o elétrodo é imerso na solug¢do de amostra, um equilibrio é estabelecido entre
os fons madveis no cristal e fons similares presentes na solucao e o potencial resultante
criado através da membrana pode ser medida pela maneira habitual. As membranas de
estado sélido mais simples sao projetadas para medir ions de teste, que sao também os ions
moveis do cristal (resposta de primeira ordem) e sdo usualmente cristais com a substancia
tnica (Figura 14(b)). Em alternativa, a substancia de teste pode ser envolvida em uma ou
duas reac¢oes quimicas na superficie do eletrodo que alteram a atividade do ion movel na
membrana (Figuras 14(c) e 14(d)). Estas membranas, que sdo muitas vezes misturas de
substancias, sao ditas para mostrar as respostas de segunda e de terceira ordem. Embora
apenas um seletividade de eletrodos que mostram as respostas de segunda e de terceira
ordem ¢é reduzida. Eletrodos liquidos de membrana consistem de um material ion-seletivo

dissolvido em um numero limitado de {ons.

Uma modificagdo alternativa ao eletrodo descrito na Figura 14(b) ird permitir a
medicao de ifons de cddmio em solugdo. A membrana é composta por uma mistura de
prata e sulfetos de cadmio. A reacdo superficial entre os ions de cadmio na solucao teste e
os fons sulfeto na membrana ira afetar o equilibrio entre os ions sulfeto e os ions de prata

na membrana.
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4 MATERIAIS E METODOS

As anélises foram realizadas no Laboratério de Espectroscopia de Materiais (LEM)
do Departamento de Fisica da Universidade Federal de Juiz de Fora (Juiz de Fora, MG).

A seguir sao apresentadas as se¢oes de materiais e métodos utilizados no trabalho.

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Matéria-prima (leite)

O leite utilizado, tipo A, da regiao de Juiz de Fora, estava na forma fluida,
pasteurizado, dentro do prazo de validade, embalado em sacos plasticos e comprado no
mercado local. Durante o processo de teste o leite foi mantido na prépria embalagem, em
refrigeracao por até 24 horas. Apds esse prazo, o leite foi descartado e substituido por um
produto novo. Antes do inicio de cada fase do experimento, uma amostra de leite de 50 ml
foi analisada quanto aos seus constituintes (gordura, proteina e lactose) pelo Lactoscope,
modelo C4-3.0 da Delta Instruments, tendo como resultado sempre os limites normais dos
referidos constituintes. Apds o recebimento, foi retirada uma amostra e esta submetida ao
teste do alizarol (75 °GL), sem que em nenhum momento fossem identificados grumos ou

mudanca de cor que indicasse leite acido ou baixa estabilidade térmica.

4.1.2 Vidrarias

Nos experimentos foram utilizados béckers de (1000, 250 e 50) ml. Foram também
usados erlenmeyers de 125 ml, balao volumétrico de 100 ml e outras vidrarias auxiliares
como proveta, pipetas graduadas de 5 e 10 ml e pipetas de Pasteur. Para as andlises de
acidez titulavel foi utilizada uma bureta de 50 ml. O processo de acidificacao das amostras

de leite foi feito com uma pipeta automatica (P100) da marca Labmate soft.

4.1.3 Reagentes

O reagente de alizarol (solugdo de alizarina em etanol 75 °GL), as solugoes de
calibragdo de pH nos valores 4,0 e 7,0 e a solugdo Dornic (hidréxido de sodio éN,
fo = 0,981246098) foram obtidos no comércio local. Acido lactico 85% e bifitalato
de potéssio P.A. foram cedidos pela Faculdade de Farmacia (UFJF). Etanol (92,8 °GL),
cloreto de sédio (grau alimenticio) e gelo, utilizados na manutengao da temperatura das

amostras, foram adquiridos no comércio local.
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4.1.4 Equipamentos
4.1.4.1 FEquipamentos analiticos

O equipamento utilizado para a determinar o teor de proteinas, gordura e lactose,
foi o Lactoscope modelo C4-3.0, fabricado pela Delta Instruments. A matéria-prima e
as amostras foram armazenadas em baixa temperatura no refrigerador modelo compacto
80, fabricado pela Consul. Para a determinacao do valor de pH e ponto de viragem na
medicao da acidez titulavel, foi utilizado o Phmetro modelo MPA-210, fabricado pela Nova

Orgénica. Termoémetro digital modelo HI 98501-1, fabricado por Hanna Instruments.

4.1.4.2 FEquipamentos eletronicos e de medicao

As medidas referentes ao ganho do amplificador, forma da onda e constante
de tempo, foram realizadas pelo osciloscopio modelo MO-2025, fabricado pela Minipa.
Multimetro digital ET-1501, Fonte de laboratoério ajustavel, modelo 72-2005, fabricada
por Tenma. Gerador de funcao modelo MFG-4201A, fabricado pela Minipa. Estacao de
solda, modelo WESD51, fabricante Weller. Matriz de contatos, modelo PL 551, Pront O
Labor. Kit Arduino UNO e eletrodo de pH, modelo AF405, fabricante Tecnopon.

4.1.5 Componentes eletronicos

Relacao de componentes utilizados no projeto e desenvolvimento do dispositivo
para medicao de pH e acidez titulavel: microcontrolador Atmega 328P-PU, CI 4066, CI
ca3140, CI 7812, CI 7912, diodo 2w10, placa universal ilha, potenciometro multivoltas
trimpot modelo 3006p 20 kf), potencidometro trimpot modelo 3386f 50 kS, capacitor
eletrolitico radial 1.000 pF'/25V | resistores de carbono 5% 1/8 W, Conector BNC macho,
transformador 127/220V 18+18V, Led azul 5 mm, fio de wire-wrap diversas cores, caixa

pléastica (35 x 65) mm, conector Molex macho e fémea 6 vias,

4.2 METODOS

4.2.1 Descricao e funcionamento do circuito eletronico

Devido a impossibilidade de se medir o potencial elétrico diretamente da sonda de
pH em funcao da baixa impedancia dos equipamentos de medida disponiveis, foi necessario

a construcao de uma amplificador com alta impedancia de entrada.

Medir o potencial de entrada foi feito entdao de maneira indireta. O ganho do
amplificador é conhecido (10), e o potencial de saida foi obtido conectando-se a saida do
amplificador ao phmetro A = % Foi escolhido o amplificador operacional CA3140, por
ser um dispositivo BIMOS. A alta impedéancia de entrada (~ 1 T2) estd garantida por

um MOSFET. O amplificador operacional foi montado inicialmente em uma matriz de
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contatos e posteriormente em uma placa universal ilha, a alimentacgao foi feita por uma
fonte simétrica (-12V, +12V). A conexao com a sonda de pH se deu através de um conector
BNC fémea ligado a placa por um segmento de 5 cm de cabo coaxial. Devido aos baixos
niveis de tensao em uso no experimento, foram tomados cuidados especiais (blindagem,
desacoplamentos) para que nao houvessem interferéncias de sinais espurios. Durante o
processo de medidas sempre que o sensor nao estava em uso, sua ponta ficava dentro de

uma solucgao de KCI com concentragao de 3M.

Figura 14 — Amplificador com fonte
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Fonte: Préprio autor

O método potenciométrico fez uso do medidor de pH (MPA 210). Este equipamento
possui uma escala de pH e outra em mV. O eletrodo de pH modelo AF405, fabricado pela

Tecnopon, possui as seguintes caracteristicas,

« Sistema de referéncia tinico Ag/AgCl e KCI 3M;

« Juncgdo: cerdmica, / 15-20 ul/H;

o Escala de pH: 0 a 14 pH;

o Escala de temperatura: 5 a 90 °C;

o Material do corpo: Vidro; Isopotencial: pH 7,0 4+ 0,5;

e Resisténcia: 200 M.
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4.2.2 Pesquisa exploratéria (screening)

Os métodos de screeningsao levantamentos expeditos que tém como funcao confir-
mar ou nao a suspeita de contaminacao numa determinada area de interesse, através de

técnicas que economizem tempo e investimentos.

A pesquisa exploratoria é muito utilizada para realizar um estudo preliminar do
principal objetivo da pesquisa que serd realizada, ou seja, familiarizar-se com o fenémeno
que esta sendo investigado, de modo que a pesquisa subsequente possa ser concebida
com uma maior compreensao e precisao. A pesquisa exploratoria, que pode ser realizada
através de diversas técnicas, geralmente com uma pequena amostra, permite ao pesquisador
definir o seu problema de pesquisa e formular a sua hipdtese com mais precisdo. Ela
também lhe permite escolher as técnicas mais adequadas para suas pesquisas e decidir
sobre as questoes que mais necessitam de atencao e investigacao detalhada, e pode alerta-lo
devido a potenciais dificuldades, as sensibilidades e as areas de resisténcia. Como qualquer
exploragao, a pesquisa exploratéria depende da intuicao do explorador. Por ser um tipo
de pesquisa muito especifica, quase sempre ela assume a forma de um estudo de caso
(GIL, 2008)[30]. Como parte do delineamento de pesquisa, esta foi subdividida em duas
partes, a primeira consistiu na fase da pesquisa bibliogrifica. Esta etapa é basica e
obrigatoria em qualquer modalidade de pesquisa e neste caso consistiu em leitura de
material impresso (livros) ou leitura de material disponibilizado eletronicamente (artigos).
A segunda parte foi a pesquisa experimental. Nesta abordagem, determina-se um objeto
de estudo, identifica-se que varidveis participam e/ou interferem no processo, verifica-se a
existéncia (ou nao) de relagoes de dependéncia entre as varidveis, e, em uma outra etapa
(geralmente denominada de pesquisa aplicada), analisa-se a sua aplicabilidade prética, ou

seja, de que modo esta pesquisa pode ser utilizada para interferir na realidade.

Especificamente no desenvolvimento deste projeto, a pesquisa exploratéria foi
utilizada visando-se estabelecer a principio qual técnica obteria os melhores resultados com
os recursos disponiveis (Refletdncia, Transmitancia, Capacitancia, Condutancia e Andlise
Potenciométrica) conforme figura 15. Posteriormente apds a defini¢ao pela abordagem
Potenciométrica, a pesquisa exploratéria foi novamente aplicada na elaboracao dos padroes
de acidez que foram utilizados para definir o range das amostras entre 14 e 18 °D, que foi

a base de todo o experimento.
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Figura 15 — Diagrama esquemaético mostrando as grandezas fisicas avaliadas nos experimentos

exploratérios na busca de um modelo capaz de predizer o pH e a acidez do leite.
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Fonte: Proéprio autor

4.2.3 Andlise de qualidade da matéria-prima (leite)

Todas as amostras utilizadas nos testes foram submetidas a analise com o teste do
alizarol. Posteriormente, as mesmas amostras passaram pela quantificacao dos seguintes
constituintes, proteinas, gordura e lactose, feita pelo lactoscope. Na tabela 8 representamos

o modelo do resultado da analise.
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Tabela 8 — Resultado das medidas de gordura, proteina, lactose e sélidos totais para o leite

utilizado nos experimentos.

Instrumento Zerado
Data & Tempo: 09-09-2014 13:01:17

Nome do Produto : Leite Integral Pasteurizado

Replica Gordura Proteina Lactose Sélidos
1 2,72 2,98 4,52 10,23
2 2,73 3 4,53 10,26

Valores em percentual

Fonte: Proéprio autor

Finalmente, foram realizadas medidas de acidez titulavel com bureta graduada,
termometro digital, liquido de neutralizagdo (NaOH) e phmetro digital para marcar o

ponto de viragem, conforme figura 16.

Figura 16 — Montagem para titulagao.
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Fonte: Proéprio autor

A determinacao da acidez consistiu em titular uma amostra de leite com uma
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solugao de hidréxido de sodio(NaOH, % N), utilizando como indicador uma solugao alcodlica
de fenolftaleina, até o aparecimento da coloracao résea, que se mantém por 30 segundos.
Quatro gotas (1 mL) de fenoftaleina sao adicionadas a aproximadamente 10 mL de leite e
o hidroxido de sédio é entao gotejado para o leite por meio de uma bureta. A fenolftaleina
é incolor em solucao acida e rosea, em meio alcalino. Assim que ocorra a neutralizagao
da acidez presente na amostra, a primeira gota da solucao alcalina em excesso tornara
o indicador réseo, sendo este, portanto, o ponto de viragem. Neste processo, o ponto de
viragem depende, da avaliacdo humana e de uma padronizacdo da intensidade da cor. A
acidez nesse caso pode ser expressa em porcentagem de acido latico ou graus Dornic (°D)
e varia de 0,12 a 0,23% de &cido latico. Cada mL de NaOH ira neutralizar 0,009g de dcido
latico. Um leite normal ird apresentar acidez titulavel na faixa de 16 a 18 graus Dornic.
Neste trabalho, este método foi modificado, substituimos a imprecisao do fator humano
pela insercao de um eletrodo de pH ligado a um phmetro e observamos o valor do pH, que

devera estar em torno de 8,3 — 8,6 no leite.

4.2.4 Andlise estatistica dos resultados

Para a andlise estatistica dos resultados, foi utilizado o software SAS versao 9.3.
Frequentemente, em uma pesquisa procura-se verificar se existe relacao entre duas ou mais
variaveis, isto é, saber se as alterac¢oes sofridas por uma das variaveis sao acompanhadas por
alteragoes nas outras. Procuramos estabelecer uma correlagiao, (A = B). Esta correlagao
é usada em estatistica para designar a forca que mantém unidos dois conjuntos de valores.
A verificagdo da existéncia e do grau de relacdo entre as variaveis é o objeto de estudo da
correlagao. Os pares de valores das duas varidveis poderao ser colocados num diagrama
cartesiano chamado “diagrama de dispersao”. A vantagem de construir um diagrama de
dispersao estd em que, muitas vezes sua simples observacao ja nos da uma idéia bastante

boa de como as duas variaveis se relacionam.

A andlise dos resultados foi feita verificando-se a existéncia de correlagao (duas
varidveis estao relacionadas se a mudanga de uma provoca a mudanga na outra) entre as
diversas variaveis envolvidas na pesquisa. Entretanto, antes de se aplicar os métodos de

andlise, algumas questdes deveriam ser respondidas:
o Verificar a existéncia de algum efeito da temperatura na tensao produzida no eletrodo,
caso exista, determinar a intensidade desta correlacao.

o Verificar a existéncia de algum efeito da quantidade de acido na tensao produzida

pelo eletrodo, caso exista, determinar a intensidade desta correlagao.

« Verificar a existéncia de algum efeito da quantidade de &cido na acidez em graus

Dornic, caso exista, determinar a intensidade desta correlacao.
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o Verificar a existéncia de correlacao entre acidez titulavel e pH, determinar a intensi-

dade desta relacao.

Todas as propostas de correlacao verificadas foram verdadeiras, isto é, a correlacao
se confirmou. A andlise dos dados foi feita pelo SAS Statistical Analysis System, utilizando
seu modulo de Correlagao de Pearson. O coeficiente de correlagao de Pearson (r) ou o
r de Pearson mede o grau da correlacao linear entre duas variaveis quantitativas. E um
indice adimensional com valores situados ente -1,0 e 1.0 inclusive, que reflete a intensidade

de uma relacao linear entre dois conjuntos de dados e sua féormula esta representada na

equagao 4.1.
" LTy
2 (wy) - "
r= ——- — (4.1)
L G e (BY
S a2 =L L sy =L 2
i=1 n i=1 n

No numerador da equagao 4.1, temos o somatério do produto das variaveis (x,y) e no
denominador a raiz do produto do desvio padrao das variaveis x e y. Quando r= 1, significa
uma correlacdo perfeita positiva entre as duas variaveis. Quando r= -1 significa uma
correlacao negativa perfeita entre as duas variaveis, isto €, se uma aumenta, a outra sempre
diminui. Quando r= 0 significa que as duas variaveis nao dependem linearmente uma
da outra. No entanto, pode existir uma outra dependéncia que seja "nao linear". Assim,
o resultado r=0 deve ser investigado por outros meios. A representacao da correlagao
linear para o r se da quando os dados correspondem a uma amostra. Quando os dados
correspondem a uma populagdo a correlacao é representada por p. Nos resultados obtidos

2 (coeficiente de determinacao), que corresponde a r (coeficiente de

pelo SAS aparece r
correlacio) elevado ao quadrado. Referimo-nos ao r? como a quantidade de variabilidade
nos dados que é explicada pelo modelo de regressao ajustado. Dada uma colecao de dados
amostrais emparelhados, a seguinte equacao de regressao descreve a relagao entre as duas

variaveis.

O gréfico da equagao é chamado reta de regressao (ou reta de melhor ajuste, ou

reta de minimos quadrados).
Y =a+BX (4.2)

Sendo [ o coeficiente angular, a o coeficiente linear, Y é a variavel dependente, X
¢é a variavel independente, e a e [ sdo os coeficientes do modelo.

Todas as analises realizadas neste trabalho fizeram uso de regressao linear simples.

O modelo matematico mais empregado para tentar explicar o efeito dos tratamentos na
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variavel reposta foi o modelo polinomial, os mais utilizados foram o de primeiro e segundo

graus.

A figura 17 ilustra a analise grafica dos padroes de dispersao.
Figura 17 — Padrdes de dispersao

correlagdo forte (+) sem correlagdo correlagéo forte (-)

r=1 r=0 r=-1

correlagao fraca (+) correlagao fraca (-)

Fonte: Préprio autor

4.2.5 Definicao da faixa operacional de acidificacao do leite

A filosofia da andlise exploratéria foi utilizada para a determinagdo das quantidades
de leite e 4cido latico que deveriam fazer parte da solugao (amostra sob teste). A quantidade
de leite foi definida principalmente pelo fato do eletrodo ter que estar com sua ponta
totalmente submersa e para isso, foi escolhido um becker de 50 ml. Verificamos que
bastariam 20 ml de leite, evitando o desperdicio e permitindo uma margem de seguranca
para que o leite ndo entornasse do becker. Quanto a quantidade de acido da amostra
elaboramos uma metodologia baseada em testes empiricos. Foram preparados 11 beckers
com capacidade de 50 ml, com 20 ml de leite em cada. Em seguida foi adicionado o acido
latico, inicialmente 5 pl no primeiro e nos seguintes foram sendo acrescidos mais 5 pul,
até o ultimo becker completar 50 ul. Ficou estabelecido que s6 os valores de zero a 35 pul
estariam dentro da faixa que vai de (13 a 16) °D. O ponto de viragem tradicionalmente é
definido pelo aparecimento de um tom rosa na solucdo. As normas recomendam que o
ponto de viragem deva ter uma coloracao semelhante a obtida com a mistura de 10 ml de
leite com 1 ml de solucgao aquosa de fucsina a 0,00024%, ou com 1 ml da solucao de acetato
de rosanilina em 50 ml de etanol (95%), contendo 0,5 ml de &cido glacial. Entretanto este

método depende de critérios pessoais de avaliacao e percepcao da cor e depende de um
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técnico experiente. Portanto foi utilizado o método que substitui a percepcao de cor, pelo

valor do pH determinado por um phmetro.

4.2.6 Coleta de dados e construcao dos modelos de calibracao

No inicio de cada utilizacdo do phmetro foi feita a sua calibragdao. A leitura da
sensibilidade do pHmetro durante a sua calibracao estavam préximos a 100%. Os padroes

utilizados (pH 4 e pH 7) estavam dentro do prazo de validade e a temperatura ambiente.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RESULTADO AS ANALISES EXPLORATORIAS (screening)

Existem varias causas que podem interferir na acidez do leite. A tabela abaixo

favorece a interpretagdo de dados obtidos em andlises (Ronon, 1983)

Tabela 9 — Tabela de correlacdo entre pH e acidez tituldvel

pH Acidez ( °D) Interpretagao
6,6 - 6,8 15- 18 Leite Normal Fresco
> 6,9 < 15 Leite alcalino
6,5 - 6,6 19 - 20 Leite Ligeiramente acido
6,4 + 20 Leite nao resiste 110 °C
6,3 + 22 Leite nao resiste 100 °C
6,1 > 24 leite ndo suporte a pasteurizagao (72 °C)
5,2 55 - 60 Leite comeca a flocular
6,5 9-13 Soro de leite (fresco)

Fonte: Adaptado de [12]

O leite instavel nao acido é responsavel por uma perda estimada em aproximada-
mente 30 % de todo material recusado como leite 4cido, diminuindo o fornecimento da
matéria-prima dos laticinios. Nao foi objetivo deste trabalho identificar os fatores que
levam ao aparecimento do LINA ou suas causas, mas sim desenvolver uma metodologia

ou equipamento que podera minimizar as perdas causadas por ele.

5.2 RESULTADOS OBTIDOS A PARTIR DOS MODELOS DE CALIBRACAO

5.2.1 Regressao entre quantidade de acido latico adicionado ao leite e tensao

(mV) no eletrodo

5.2.1.1 Experimento para determinar as quantidades de acido lactico a serem adicionadas

ao leite a fim de simular sua acidificagdo natural

Inicialmente, um experimento foi realizado para determinar o volume de acido
lactico necessario para acidificar amostras de leite, na mesma faixa de valores que ocorrem
em sua fermentagdo natural. Os valores de acidificacao foram expressos em graus Dornic.
Os experimentos foram feitos em trés repetigdes e a concentracoes utilizadas estao descritas
a seguir. Foram colocados aliquotas de 20 ml de leite em dez béquers de 50 ml. Cada
béquer recebeu um volume entre (0 e 50) microlitros de &cido lactico (85% de pureza),

distribuidos de forma crescente entre os béquers. A acidez dessas amostras foi medida
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a partir do volume consumido de NaOH 1/9 N, fator de correcao igual a 0.981246098,
durante a titulagao, usando uma bureta de 50 ml. O ponto final da titulagao foi indicado
pelo valor de pH igual a 8,3 medido com precisao numérica de duas casas decimais, com
um pHmetro de bancada da marca Nova Organica, modelo mPA-210. A regressao feita a

partir dos dados coletados nesse experimento esta apresentada a seguir.

O modelo regressor foi significativo pelo teste F da andlise de varidncia (p<0,0001)
e nao apresentou falta de ajustamento (p>0,0987). O r? do modelo é de 98,83%, com uma

inclinacao positiva da reta, como apresentado na figura 18.

Figura 18 — Acidez titulavel (Dornic) x Quantidade de cido latico (ul.)
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Fonte: Proéprio autor

O modelo de regressao resultou na seguinte equacao da reta:

y=12,3240,38 (5.1)

5.2.1.2 Anadlise da correlacao entre tensao no eletrodo de pH e quantidade de acido

adicionado ao leite

Nesta etapa, foi realizado um experimento para avaliar correlagao entre a tensao,
em milivolts, obtida a partir de um eletrodo de pH e a quantidade de acido presente no
leite. Foi utilizado um eletrodo de pH de vidro, da marca Tecnopon e modelo SC06. O
sinal elétrico nos terminais desse eletrodo foi condicionado por um circuito eletronico
externo, contendo o amplificador operacional CA3140, que possui alta impedancia de
entrada. O amplificador foi ajustado para que o seu ganho fosse igual a 10. O circuito

utilizado estd esquematizado na Figura 19. O circuito foi acondicionado em uma caixa
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plastica com um conector BNC macho para a conexao com o terminal do eletrodo. A saida
do amplificador foi ligada primeiramente com um multimetro digital e posteriormente
com o proprio phmetro com escala ajustada para mV. Na figura 19 circuito amplificador e

condicionador do sinal elétrico gerado pelo eletrodo de pH.

Figura 19 — Diagrama elétrico do circuito amplificador de alta impedancia de ganho 10, utilizado
para condicionamento do sinal na saida do eletrodo de pH. Sendo R1 e R2 resistores,

RV1, RV2 e RV3, resistores varidveis (Trimpot) e Ul amplificador operacional

(Ampop).
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Fonte: Proéprio autor

Todo o experimento foi realizado em trés repetigoes reais, e as amostras foram
preparadas colocando-se aliquotas de 20 ml de leite em béquers de 50 ml. Em cada béquer

foi adicionado as quantidades de acido latico (85% de pureza) descritas na Tabela 10.
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Tabela 10 — Volume de acido lactico adicionado aos béquers no experimento realizado para avaliar

a correlacdo entre tensdo (em milivolts) no eletrodo de pH e diferentes quantidades

de acido latico adicionadas ao leite.

becker 1 becker 2 becker 3 becker 4 becker 5 becker 6 becker7
0 10 15 20 25 30 35

Fonte: Proéprio autor

O limite maximo para a quantidade de acido apresentado na Tabela 10 foi determi-
nado a partir do experimento preliminar apresentado anteriormente, em que foi feita uma
regressao entre os valores de acidez, expressos em graus Dornic, e os volumes de acido
latico adicionado ao leite. Antes de serem efetivamente utilizadas, todas as amostras de
leite foram aprovadas no teste do dlcool (72%) e do alizarol. Os resultados das medidas de

tensao elétrica em funcao do volume de acido estao apresentados nesta sec¢ao.

O modelo regressor foi significativo pelo teste F da analise de variancia (p<0,0001)
e nao apresentou falta de ajustamento (p>0,0928). O r? do modelo é de 99,43%, com uma

inclinagao positiva da reta, com apresentado na figura 20.

Figura 20 — Grafico de regressdo entre as variaveisTensdo em mV e quantidade de acido latico
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Fonte: Proéprio autor

O modelo de regressao resultou na seguinte equacao da reta:

y = 96,64 4+ 19, 80z (5.2)

5.2.2 Regressao entre quantidade de acido latico adicionado ao leite vs. pH

Neste teste o objetivo foi o de verificar se ha alguma correlagao entre o potencial

elétrico da célula de pH (em mV) e a quantidade de éacido latico adicionado as amostras.
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O procedimento foi o seguinte: Separou-se e identificou-se 7 béquers de 50 ml. Em
cada béquer foi colocado 20 ml de leite. Foram colocados os seguintes volumes de acido

latico nos béquers:

o Béquerl: 0 p 1, Béquer2: 10 p 1, Béquer3: 15 p 1, Béquerd: 20 p 1, Béquerd: 25 p 1,
Béquer6: 30 u 1, Béquer7: 35 u 1

Para cada béquer foi feita a leitura em mV (milivolts), utilizando uma sonda
(eletrodo) de pH conectada em um circuito amplificador de alta impedancia de entrada.O
ganho do amplificador foi ajustado para 10. Todas essas analises foram feitas em 3

repeticoes (a partir de um tnico pacote de leite), como representado na figura 21.

Figura 21 — Becker

Fonte: Proéprio autor

O modelo regressor foi significativo pelo teste F da andlise de variancia (p<0,0001)
e nao apresentou falta de ajustamento (p>0,0947). O r2 do modelo é de 95,04%, como

uma inclinacao negativa da reta, como apresentado na figura 22.

Figura 22 — Gréfico de regressdo entre as variaveis pH e quantidade acido latico (ul.)
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O modelo de regressao resultou na seguinte equacao da reta:

y =6,59 — 0,02z (5.3)

5.2.3 Regressao entre pH e acidez titulavel( °D)

Com o intuito de expandir as funcionalidades do equipamento e de consolidar uma
técnica confiavel para a determinacao de um leite estavel termicamente, elaboramos um
novo experimento. Desta vez buscdavamos relacionar a acidez tituldvel ao valor de pH.
O procedimento foi o seguinte: Separou-se e identificou-se 7 béquers de 50 ml Em cada
béquer foi colocado 20 ml de leite. Foram colocados os seguintes volumes de acido latico

nos béquers:

Béquer 1: 0 microlitros Béquer 2: 10 microlitros Béquer 3: 15 microlitros Béquer 4:

20 microlitros Béquer 5: 25 microlitros Béquer 6: 30 microlitros Béquer 7: 35 microlitros

Utilizando o phmetro da marca Nova Organica, modelo mPA-210, devidamente
calibrado e com sensor de temperatura, e um eletrodo de medi¢cao de pH de vidro, da
marca Tecnopon e modelo SC06, foram feitas as medidas de pH. Apds cada medida, a
amostra era levada para a medicao de acidez titulavel. Para tanto foi utilizada uma
bureta de vidro graduada, com uma solugao de NaOH. A neutralizacdo da acidez do leite
foi levada até o ponto de viragem indicado pelo valor de pH igual a 8,3. Os resultados
estabeleceram a correspondéncia entre os valores de pH e da acidez titulavel. Existe uma
correlacao negativa entre as variaveis acidez Dornic e pH. A correlacao encontrada foi de
99,00% e ¢é significativa (p < 0,0005). A partir da andlise de varidncia da regressao entre

acidez Dornic e pH, podemos obter as seguintes informacoes:

A regressao linear de primeiro grau é significativa pelo teste F (p < 0,0005) da
analise de variancia, e ndo ha falta de ajustamento desse modelo (p < 0,0005) pelo teste F
da ANOVA, cujo denominador foi o erro puro. O r? do modelo é de 98,02%, com uma

inclinagao negativa da reta, com apresentado na figura 23.
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Figura 23 — Gréfico de regressdo entre as varidveis acidez titulavel (Dornic) x pH
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O modelo de regressao resultou na seguinte equagao da reta:

y = 114,49 — 15, 26z (5.4)

5.2.4 Andlise do efeito da temperatura sobre a acidez titulavel ( °D)

As analises do SAS mostram que: existe uma correlagdo positiva entre as varidveis
acidez Dornic e Temperatura e esse efeito nao pode ser desprezado nos futuros procedimen-
tos de calibragdo do protétipo. A correlagdo encontrada foi de 78,92% e é significativa (p
< 0,0005), conforme apresentado pelo procedimento de correlagoes e medidas de associagao
do SAS. A partir da andlise de varidncia da regressao entre acidez Dornic e Temperatura,

podemos obter as seguintes informacoes:

A regressao linear de primeiro grau é significativa pelo teste F (p < 0,0005) da
andlise de varidncia, e nao ha falta de ajustamento desse modelo (p < 0,4716) pelo teste
F da ANOVA, cujo denominador foi o erro puro. Embora o r? tenha sido relativamente
pequeno (62,29%), o modelo regressor nao sera descartado, visto que os coeficientes linear

e angular foram ambos significativos pelo teste-t (p < 0,0005).



Figura 24 — Grafico de regressao entre as variaveis acidez e temperatura
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O modelo de regressao resultou na seguinte equagao da reta:

y=10,59+0, 11z
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6 CONCLUSOES

Baseado nos dados obtidos em levantamento bibliografico de casos tratados no
sul do Brasil, foi estimado que em torno de 30 % das perdas apontadas como leite acido
podem estar de fato sendo erroneamente classificadas, uma vez que o teste padrao (alizarol)
nao distingue o leite verdadeiramente acido do leite com LINA (falso positivo). Nao
existe uma estatistica de LINA para todo o Brasil, por isso acreditamos que a situagao
possa ser bem pior do que a da regiao sul. O leite com LINA fica instavel na presenca
de alcool. Entretanto, se mantém estavel no tratamento térmico. Esta situacao tende a
agravar-se em func¢ao do aumento constante dos teores de alcool no alizarol, como modus
operandi da indtstria a fim de trabalhar com um leite de qualidade melhor (menor carga
bacteriana). Através da pesquisa exploratéria, algumas solugoes foram propostas (sensor
capacitivo, condutividade, transmitancia, reflectancia). Nas condig¢bes que se apresentaram
durante o desenvolvimento do trabalho, o método potenciométrico se mostrou plenamente
adequado. Para que este procedimento pudesse ser implementado, foi necessario relacionar
pH com acidez titulavel. Para tanto, o primeiro passo consistiu em encontrar uma
grandeza elétrica (tensao) que possuisse uma correspondéncia com valores em pH. Uma vez
encontrada, foi desenvolvida uma alternativa vidvel para uso em campo de um identificador
de acidez confidvel, simples e barato em substituicao ao teste do alizarol. Foram também
correlacionados: volume de acido latico (L) com acidez titulével ( °D), Tensao (mV) com
volume de acido latico (uL), pH com volume de acido latico (ul), acidez titulavel com
pH e acidez titulavel com temperatura. Acredita-se que a importancia da substituicao do
método vigente para deteccao de leite acido, por um mais eficiente, poderia ser amplamente
justificado, se houvessem trabalhos como os desenvolvidos no sul, para identificacao de
LINA em todo o territorio brasileiro. Com a adocao do alcool a 80 % no alizarol pelos
laticinios, a situacao tende a se agravar, pois a quantidade de leite rejeitado, conforme
relatamos, tende a aumentar. Portanto, urge implantar uma alternativa para o alizarol, no
que concerne a identificagao precisa de leite dcido. Desta maneira, pode-se evitar perdas
financeiras significativas para o produtor, falta de matéria prima para a industria e, como

consequéncia, o aumento de preco do leite para a populagao.
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