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RESUMO

O leite € um dos principais alimentos mais consumidos no mundo. Neste
sentido, deve-se garantir sempre a conservagao de suas caracteristicas sensoriais,
nutritivas e de seguranga, que sao requisitos cada vez mais importantes para o
consumidor, para a industria e consequentemente para o produtor. Dessa forma, é
essencial a regularidade da qualidade do produto, cujo controle é realizado por meio
de analises de rotina e analises previamente regulamentadas, visando se verificar
também a ocorréncia de possiveis irregularidades. Essas analises sao feitas desde a
obtencao do leite cru, seu processamento e a distribuicdo do produto final. Porém,
com o intenso numero de fraudes e novos procedimentos para burlar os parametros
minimos de qualidade, se faz necessario o estabelecimento de novas metodologias
para acelerar esse processo de detecgcado de adulteragao do leite. Assim, este estudo
avaliou uma nova metodologia para detecgédo de adulteragdo no leite, através do uso
da esfera integradora que foi capaz de gerar dados das propriedades Opticas do
produto, como coeficiente de absorcdo e espalhamento reduzido da luz para
comparagdes com os valores caracteristicos para cada tipo de leite. Os resultados no
comprimento de onda determinado de 575,1 nm, revelaram tanto para o leite
comercial quanto para o leite cru, variagdes pequenas do coeficiente de atenuacéao
(We) quando o produto foi adulterado por agua e peréxido de hidrogénio. Ja a soda
caustica, apresentou variacbes acentuadas, que indicaram facilmente o indicio de
fraude. Ja o soro de queijo foi o adulterante mais complexo de se avaliar, pois ndo
ocasionou variagdes significativas, necessitando de um estudo mais aprofundado. Por
fim, tratou-se de uma metodologia bastante promissora e que uma vez aprimorada

podera ser inserida futuramente nas praticas de rotina para detecgao de fraudes.

Palavras-chaves: leite, adulteracio, propriedades opticas, absorcao, espalhamento,
atenuacéo.



ABSTRACT

Milk is one of the most widely consumed foods in the world. In this sense, it must
always ensure the preservation of its sensorial, nutritional and safety characteristics,
which are increasingly important requirements for the consumer, the industry and,
consequently, the producer. Thus, it is essential the regularity of product quality, which
is currently done by routine analyses and previously regulated analyses, aiming to
verify the occurrence of possible irregularities. These analyses are done from obtaining
raw milk, processing and distributing the final product. However, with the intense
number of frauds and new procedures to circumvent the minimum quality parameters,
it is necessary to establish new methodologies to accelerate this process of detecting
milk adulteration. Moreover, the current study evaluated a new methodology for
detecting adulteration in milk, through the use of the integrating sphere that was able
to generate data from the optical properties of the product, such as the absorption
coefficient and the reduced light scattering for comparisons with the characteristic
values for each kind of milk. The results in the wavelength determined from 575.1 nm,
revealed both for commercial milk and raw milk, small variations of the attenuation
coefficient (ue) when the product was adulterated by water and hydrogen peroxide.
Caustic soda presented accentuated variations, which indicated easily evidence of
fraud. The cheese whey was the most complex adulterant to evaluate, because it did
not cause significant variations, needing a more thorough study. Finally, it was a very
promising methodology that, once improved, could be inserted in the future routine

practices for fraud detection.

Key words: Milk, adulteration, optical properties, absorption, scattering, attenuation.
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1. INTRODUGAO

Um dos alimentos mais consumidos mundialmente € o leite, pois possui
nutrientes essenciais, além de ser uma importante fonte de energia, proteinas e
gorduras de alta qualidade. O leite contribui para o nosso desenvolvimento fisico e
intelectual, j@ que fornece todos os aminoacidos essenciais em quantidades e
proporgdes ideais para a manutengdo do bom funcionamento do organismo.

Dentre os diversos tipos de leite animal, o mais consumido e produzido é o
tradicional leite de vaca. Nesse aspecto, o Brasil € um dos maiores produtores de leite
de vaca mundial (CONAB, 2017), permanecendo em quinto lugar em 2017, conforme

mostrado na Tabela 1.

Tabela 1 — Principais produtores de leite de vaca do mundo.

Producgao de leite de vaca em 1000 toneladas *

Local
2012 2013 2014 2015 2016 2017
Unido Europeia 139.000 140.100 146.500 150.200 152.000 152.500
Estados Unidos 91.010 91.277 93.485 96.620 96.343 98.339
india 55.500 57.500 60.500 64.000 68.000 72.000
China 32.600 34.300 37.250 37.550 35.700 35.000
Brasil* 32.304 34.255 35124 35.000 34.650 34.997
*1 litro de leite equivale a 1,032 kg. Fonte: CONAB (2017)

Com essa alta demanda de consumo e producéo expressiva, a fraude alimentar
€ um problema grave que nos ultimos anos tornou-se uma preocupagao em matéria
de seguranga alimentar e de saude publica (SPINK E MOYER, 2011). Dessa forma,
alguns produtores utilizam recursos para ocultar caracteristicas que demonstram a ma
qualidade do produto com o objetivo de aumentar o lucro ou evitar prejuizos de perda
de produto, pois a remuneracéo é feita a partir de critérios de qualidade.

Apesar de todas as informagdes de requisitos e limites estabelecidos pelos
documentos oficiais, infelizmente as adulteracbes no leite fazem parte do nosso
cotidiano. Nos ultimos anos inumeras reportagens tém sido divulgadas sobre o
assunto. Em 2012 foi divulgado pela Agéncia de Noticias da Policia Federal que a

Justica Federal de Uberaba condenou 18 pessoas envolvidas na Operacdo “Ouro
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Branco” realizada em 2007. Nesse caso, foi desvendada a fraude no leite cometida
por duas cooperativas mineiras. Uma solugdo composta por soda caustica, acido
citrico, citrato de sédio, sal, agucar e agua era adicionada ao produto para aumentar
o volume e o prazo de validade e, com isso, aumentar a lucratividade. Em outra
operagao da Policia Federal em 2013, na "Operag¢ao Rio Branco", investigou-se a
adulteragao do leite fraudado com a adigao de soro de leite, pratica comum visando o
aumento de volume da matéria-prima. Para que a fraude nao fosse apontada em
analises, era usada uma formulacdo com quatro substancias quimicas: peroxido de
hidrogénio, soda caustica, citrato de sddio e uma pasta base. Ja em 2017, o Ministério
Publico deflagrou a Operacgao Leite Compensado e executou mandados de busca e
apreensao em oito municipios do Rio Grande do Sul. Entre os produtos apreendidos
estavam 600 quilos de soda caustica, formol, e a agua oxigenada.

Diante de tantas fraudes e métodos de adulteragdes, encontrar um unico teste
que possa detectar os mais diversos tipos de contaminantes, sendo que, alguns deles
sao escolhidos especificamente para burlar tais testes, € uma tarefa desafiadora.
Atualmente, uma vasta lista de técnicas e suas combina¢des vém sendo utilizadas
para esse fim. Podemos citar entre elas, a cromatografia combinada com a
espectrometria de massa, a eletroforese, a quimiometria, a espectroscopia FTIR, MIR
e UV-visivel, a colorimetria, a metodologia de Infravermelho com Transformada de
Fourier (IVTF), entre outras técnicas.

Em busca de métodos alternativos de analise, medidas 6pticas vém ganhando
bastante espaco, pois sdo técnicas que nao agridem a amostra e possuem resposta
rapida e precisa. Com isso, captando variacbes Opticas € possivel se detectar
variacdes nas propriedades fisico-quimicas de uma substancia. E neste contexto que
o uso da esfera integradora é indicado. Trata-se de um equipamento no qual se podem
determinar coeficientes de absorcdo e espalhamento da luz no leite e com isso
observar a ocorréncia de fraudes. A resposta é fornecida por meio de dados de
transmissao e reflexdo gerados pela amostra.

E importante salientar que essa metodologia de analise se constitui de
novidade no que se refere a uma estratégia de medicao de propriedades Opticas para
a matéria-prima leite, ja que a esfera é comumente utilizada para analisar tecidos
bioldgicos, verificando a ocorréncia de patologias. Assim, este trabalho de cunho

multidisciplinar vislumbrou associar técnicas Opticas como ferramenta de analise,
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além de estratégias de engenharia, visando o delineamento de um instrumento para
0 uso cotidiano e pratico, que viabilizasse a realizagao de analises com rapidez e

precisao.

2. OBJETIVO

O presente trabalho apresenta como objetivo geral a verificagdo de uma
proposta que visa a deteccdo da adulteracdo do leite mediante o uso da esfera
integradora. Ja os objetivos especificos visaram:

1. Avaliar o intervalo do espectro magnético mais adequado para a deteccao de
adulteracao e também,

2. Verificar como os adulterantes afetam o comportamento do coeficiente de
atenuacao dentre os diversos tipos de leite utilizados (cru, integral, desnatado

e semidesnatado) em determinadas concentragées (0%, 5%, 10%, 20%,30% e

50%).

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Leite

O leite € um fluido biolégico complexo contendo provavelmente cerca de
100.000 diferentes espécies moleculares em varios estados de dispersao, possuindo
como principais componentes a agua, proteinas, lactose, gordura e sais minerais
(SINGH E BENNETT, 2005). A Tabela 2 sumariza a composi¢ao percentual dos

principais constituintes do leite.

Tabela 2 - Composi¢ao média do leite de vaca.

Constituinte | Teor (% v/m)

Agua 87,0
Gordura 4,0
Lactose 4.8
Proteinas 3,4
Minerais 0,8

FONTE: Venturini et al. (2007)
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A agua é o constituinte quantitativamente mais importante, 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 substéncias minerais. A lactose € o glicidio caracteristico do leite,
formado a partir da glicose e da galactose, sendo o constituinte sélido predominante
€ menos variavel.

A gordura no leite ocorre como pequenos glébulos contendo principalmente
triacilglicerdis, envolvidos por uma membrana lipoproteica. As vitaminas A, D, E e K
estdo associadas aos globulos de gordura e as demais ocorrem na fase aquosa do
leite (VENTURINI et al., 2007).

O leite de vaca possui aproximadamente 440 ésteres de acidos graxos e 0s
principais sdo o acido palmitico e o acido oleico. Também contém teores
consideraveis de cloro, fésforo, potassio, sédio, calcio e magnésio e baixos teores de
ferro, aluminio, bromo, zinco e manganés, formando sais organicos e inorganicos.

O leite bovino contém varios compostos nitrogenados, dos quais
aproximadamente 95% ocorrem como proteinas e 5% como compostos nitrogenados
nao-proteicos. O nitrogénio proteico do leite € constituido de cerca de 80% de
nitrogénio caseinico e de 20% de nitrogénio ndo caseinico (albuminas e globulinas).
Por fim, numerosas enzimas podem ser encontradas no leite, como lipases,
proteinases, oxido-redutases, fosfatases, catalase e peroxidase. O desenvolvimento,
intencional ou n&o, de microrganismos no leite contribui para o complexo enzimatico
(MARTINS et al., 2015).

3.1.1. Propriedades Fisico-Quimicas do Leite

O leite fresco, produzido sob condi¢des ideais, apresenta sabor sui generis
pouco pronunciado, essencialmente devido a relagdo entre lactose e cloretos,
apresentando-se como doce e salgado, ndao acido e ndo amargo.

A cor branca do leite resulta da dispersao da luz refletida pelos globulos de
gordura e pelas particulas coloidais de caseina e de fosfato de calcio. A
homogeneizagao torna o leite mais branco, pois as particulas fragmentadas dispersam

mais luz. A cor amarelada provém do pigmento caroteno, que € lipossoluvel. O leite
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desnatado apresenta tonalidade mais azulada, ja que existe baixa quantidade de
particulas maiores na suspensao (BEZERRA et. al., 2010).

A acidez natural do leite varia entre 0,13 e 0,17%, expressa como acido latico.
A elevacado da acidez € determinada pela transformacdo da lactose por enzimas
microbianas, com formacao de acido latico, caracterizando a acidez desenvolvida do
leite.

Para o leite proveniente de diversas fontes, depois de misturado, o pH varia
entre 6,6 e 6,8, com média de 6,7 a 20°C ou 6,6 a 25°C. O leite apresenta consideravel
efeito tampao, especialmente em pH entre 5 e 6, em razéo da presenca de diéxido 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, sendo o valor
médio de 1,032 g/mL. Leite com alto teor de gordura apresenta maior densidade em
relagdo a leite com baixo teor de gordura, em razdo do aumento do extrato seco
desengordurado que acompanha o aumento no teor de gordura (RODRIGUES, et. al.,
2013).

3.1.2. Classificagao do Leite

3.1.2.1. Modo de produgéo

O leite pode ser classificado seguindo o seu modo de produgédo, composigao e
requisitos fisico-quimicos e bioldgicos, recebendo as denominagdes A, B ou C. Essa
denominacao € determinada a partir da contagem de microrganismos presentes no
leite.

O leite tipo A é oriundo de um controle mais rigoroso na producédo e
higienizagao do leite. O leite é pasteurizado e embalado na prépria fazenda, portanto
existe menor quantidade de microrganismos, sendo que 0 numero maximo de
bactérias permitido para este leite é de 500 bactérias/mL. O leite tipo B é transportado
para industria na qual ele é pasteurizado e embalado (maximo 40 mil bactérias/mL).
Ja o leite tipo C é aquele pasteurizado e embalado na industria, tendo uma maior
quantidade de microrganismos, maximo de 150 mil bactérias/mL que é o que difere
do leite do tipo B (VENTURINI, et. al., 2007).
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3.1.2.2. Teor de matéria gorda

O leite também é classificado quanto ao seu teor de matéria gorda, sendo que
o leite integral possui no minimo 3% gordura, o semidesnatado esta entre 0,6 € 2,9%
e o desnatado possui no maximo 0,5% (BRASIL, 1997). Leites do tipo A e B séo leites
integrais enquanto o leite do tipo C é legalmente o Unico que pode possui os trés

teores de matéria gorda, integral, semidesnatado e desnatado.

3.1.2.3. Processamento térmico

Outra forma de classificacdo € quanto ao processamento térmico, que difere
tanto na temperatura quanto no tempo de aquecimento do processo. Podendo ser
classificado como leite cru refrigerado, leite pasteurizado, leite ultrapasteurizado
(UHT) ou leite esterilizado.

O leite cru refrigerado € um produto refrigerado, transportado em carro-tanque
isotérmico da propriedade rural para um posto de refrigeracdo de leite ou
estabelecimento industrial adequado para ser processado. A temperatura maxima de
conservacgao do leite estabelecida é de 7°C na propriedade rural/tanque e de 10°C no
estabelecimento processador.

Ja o leite pasteurizado é aquele liquido que foi submetido ao tratamento térmico
(pasteurizacao), com aquecimento a temperatura de 72 a 75°C, por 15 a 20 segundos
(processo rapido). Seguido de refrigeracao imediata a temperatura igual ou menor que
4°C e posteriormente foi para o envasamento (BRASIL, 1996). Entre todos os tipos de
tratamento térmico, este € o que permite obter maior semelhancga ao leite em natureza,
do ponto de vista nutricional e sensorial.

O leite mais conhecido de todos ¢é o leite Longa Vida, ultrapasteurizado ou UHT
(Ultra High Temperature). Geralmente o leite utilizado para este tipo de produto é o
leite Tipo C, homogeneizado e submetido a um tratamento UAT (Ultra Alta
Temperatura) ou UHT. Esse é um tipo de tratamento térmico no qual o leite é aquecido
de 130 a 150°C por 2 a 4 segundos, seguido por resfriamento até uma temperatura
menor que 32°C. Posteriormente, o leite segue para o envasamento asséptico
(RODRIGUES et al., 2013). Esse tratamento é suficiente para eliminar, além dos

patdgenos, todos 0os microrganismos viaveis no produto final, ou seja, todos aqueles
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que conseguiriam se multiplicar dentro da embalagem de leite UHT causando
alteragdes. Isso explica porque o leite UHT pode ser armazenado em temperatura
ambiente, e, além disso, ndo recebe adicdo de nenhum tipo de conservante. A
embalagem do leite UHT também é diferenciada, protegendo o leite da exposi¢céo a
luz e ao oxigénio, para evitar também outras possiveis alteragdes quimicas, chegando
até 6 meses de vida de prateleira.

Por fim, o leite esterilizado € o leite aquecido a temperaturas mais elevadas
durante um periodo de tempo mais longo (por exemplo, a 110°C durante 20 minutos)
diretamente na embalagem final. O vidro resiste a estas temperaturas, por isso os
leites esterilizados estao geralmente disponiveis em garrafa de vidro. Entre todos os
tipos de tratamento térmico, este é o mais agressivo para o leite, do ponto de vista
nutricional e sensorial. As temperaturas elevadas reduzem o teor vitaminico
(principalmente vitaminas hidrossoluveis) e promovem alteragdo da cor e do sabor

(mais caramelizado). Um leite esterilizado pode ter até 12 meses de validade.

3.1.3. Leite UHT e suas caracteristicas

E um dos principais produtos lacteos comercializados no Brasil, especialmente
em virtude da estabilidade comercial, que ¢é conferida pelo processamento,
embalagem, as propriedades fisico-quimicas e microbioldgicas. Contudo, o leite UHT
obteve um crescimento de 70% ao longo de vinte anos (MELO, 2015).

Na legislagédo consta a normatizagédo da produgao e parametros fisico-quimicos
de qualidade do leite UHT conforme a Portaria n° 370 de 1997 (Tabela 3). Para
garantir maior inocuidade do produto, na Instrucdo Normativa n° 68 de 2006 estao
inseridas as técnicas para a detecgao de fraudes do leite UHT (BRASIL, 2006).
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Tabela 3 - Parametros minimos de qualidade do leite UHT.

Leite Leite Leite
Requisitos

Integral Semidesnatado | Desnatado
Matéria Gorda % m/v Min. 3,0 0,6a29 Max. 0,5
Acidez g ac. Latico/100 mL 0,14 a0,18 0,14 a 0,18 0,14 a 0,18
Estabilidade ao Etanol 68% v/v Estavel Estavel Estavel
Extrato Seco

Min. 8.2 Min. 8.3 Min. 8.4

Desengordurado % (m/m)
Fonte: modificado da Portaria n°® 370, BRASIL (1997)

Outro aspecto fundamental da qualidade do leite UHT é a composicao fisico-
quimica, que pode estar modificada devido agdo do metabolismo microbiano e em
casos de fraude. Entre as principais fraudes, destacam-se a adi¢cao de reconstituintes
de densidade, agua e reguladores de acidez. Em decorréncia de fraudes, as
informagdes nutricionais constantes nos rétulos podem nao representar a real
composicao do leite, sendo um aspecto que deve ser observado em relagcdo a

qualidade do mesmo.

3.2. Contaminantes do leite

A legislacdo brasileira considera fraude, a adicdo de agua; subtracdo de
qualquer dos seus componentes, exceto a gordura nos tipos “C” e “magro”; adicao de
substancias conservadoras ou de quaisquer elementos estranhos a sua composicao;
se apresentar rotulado como de outro de categoria superior a ndo pertence; cru
vendido como pasteurizado; exposto ao consumo sem as devidas garantias de
inviolabilidade (BRASIL, 1997). O leite pode ser adulterado com agua, soro de leite,
neutralizantes para mascarar a acidez (hidroxido de sddio), reconstituintes de
densidade e crioscopia (sal, agucar e amido), agentes inibidores do crescimento

microbiano (perdxido de hidrogénio, formaldeido e sanitizantes), entre outros.
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3.2.1. Agua

A principal fraude detectada no leite ainda continua sendo a adigdo de agua
com o objetivo de aumentar seu volume. A adi¢gado de agua no leite reduz de forma
significativa o seu valor nutritivo, procedimento este que além de prejudicar a
qualidade microbiolégica do produto, reflete a falta de comprometimento com a
produgao de leite com qualidade.

A presencga de agua pode ser percebida pela interpretagao dos valores obtidos
na crioscopia e densidade. A densidade fica reduzida e a crioscopia mais alta, de
modo que o valor se aproxima do ponto de congelamento da agua (ABRANTES et al.,
2014). O leite pela legislagao brasileira possui o ponto de congelamento em média de
-0,512°C, dessa forma, quanto mais ele se aproximar de 0°C maior a probabilidade de
que o leite contenha agua além dos padrdes permitidos, fora do que esta determinado

por lei.

3.2.2. Soro do queijo

A adicao do soro de queijo tem como objetivo aumentar o volume de leite. Por
possuir uma composicdo de agua, lactose e sais minerais, apresenta também
caracteristicas fisico-quimicas, como densidade e indice crioscopico, semelhantes
com as do leite (TRONCO, 2008).

A legislacao brasileira e também a de todos os paises desenvolvidos, proibe a
adicao de soro de queijo ao leite de consumo. Caso a adigao seja feita, o produto final
devera chamar-se “bebida lactea” e ndo poderia ser considerado leite (tipo A, B, C,
esterilizado, etc). Esse tipo de adulterante € um dos mais dificeis de ser detectado.
Atualmente pode ser utilizado para sua deteccdo o método da eletroforese, que
quantifica fracdes proteicas no leite. Caso o leite esteja adulterado pelo soro de queijo,
essas fracboes estardo alteradas. Porém esse € um método caro e demorado para
utilizagao.

Outra forma de detecgao do soro de queijo é através da cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC) em fase reversa, que é eficiente até para captar quantidades
menores a 1% de adulterante. Esse método detecta e quantifica o

glicomacropeptideo, que resulta da quebra da ligagao peptidica da k-caseina entre
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alguns aminoacidos. Desta cisdo forma-se a para-k-caseina que permanece nas
micelas de caseina e o glicomacropeptideo que fica no soro (CARVALHO et al., 2007).
E um método rapido e eficiente, porém é extremamente caro, além de ser ineficaz se

o leite adulterado estiver sido acidificado antes da analise.

3.2.3. Reconstituintes da crioscopia e densidade

O uso de reconstituintes em geral tem como por objetivo recompor a aparéncia
e algumas caracteristicas fisico-quimicas do leite que foi fraudado, geralmente com
agua ou soro de queijo. Dentre os principais reconstituintes utilizados destacam-se o
sal, sacarose, amido e alcool. As adi¢des de sacarose e do amido no leite, recompdem
a densidade do leite, ou seja, a presenca das substancias sdlidas adicionadas
aumenta a densidade do leite aguado (SCHERER, 2015).

3.2.4. Adigéo de conservantes

Outro tipo de fraude do leite é a adicdo de bicarbonatos, formol, acido bérico,
peroxido de hidrogénio, bicromato de potassio, hipocloritos e acido salicilico, todos
empregados como conservantes. O formol e o peroxido de hidrogénio sao utilizados
em fraudes de leite que visam paralisar a atividade microbiana. Leites com carga
microbiana elevada apresentam pH alterado e, consequentemente, acidez Dornic
elevada, diagnosticado através dos testes de plataforma efetuados durante a
recepgao, o que causa recusa do leite pelo laticinio (ABRANTES et al., 2014).

Normalmente utilizam-se solu¢des de 6xido de vanadio e acido sulfurico para a
detecgéo, como por exemplo, do perdxido de hidrogénio. Quando adicionadas ao leite,

faz com que a sua coloragao se torne rosa (BRASIL, 2006).

3.2.5. Neutralizantes de acidez

As substancias neutralizantes como bicarbonatos e soda, sdo adicionadas com

objetivo de reverter a acidez desenvolvida por microrganismos mesoéfilos, que
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degradam a lactose gerando acido latico, levando a coagulagdo do leite. A
neutralizagdo de maneira ilegal da acidez pode mascarar este parametro, tornando
um leite de péssima qualidade em um leite aceitavel conforme a legislagao brasileira
(SILVA et al., 2010).

Atualmente utiliza-se nas analises de rotina o bromotimol, que quando
adicionado ao leite faz com que sua coloracao se torne esverdeada, quando a
presenga de hidréxido de sodio e se torna amarelada, quando o teste é negativo
(BRASIL, 20086).

3.2.6. Ureia

A ureia € um dos mais comuns contaminantes usados, devido ao baixo custo e
facil acessibilidade, ja que pode ser encontrada facilmente e comprada em grandes
quantidades por qualquer pessoa. O fato de ter um alto teor de nitrogénio € um fator
determinante para seu uso como contaminante. Ao se adicionar agua ao leite, este
perde sua densidade. A ureia adicionada ao leite junto com a agua eleva a densidade
a niveis normais. Também ajuda a elevar os niveis de nitrogénio para padrdes
normais. Como a ureia esta presente no leite naturalmente, quantidades maiores que
teores de 10 a 16 miligramas por decilitro, indicam que o produto foi contaminado ou
adulterado (SOARES, 2015).

3.3.  Propriedades Opticas

A propriedade o6ptica € uma resposta de um material a exposicdo a radiacéo
eletromagnética, em particular, a luz visivel. O espectro eletromagnético da radiacao
abrange a larga faixa que vai desde os raios gama (emitidos pelos materiais
radioativos), com comprimentos de onda da ordem 10-3nm, e passa pelos raios X,
ultravioleta, visivel, infravermelho e, finalmente as ondas de radio, com comprimentos
de ondas tdo longos quanto 10°m. A luz visivel estd localizada na faixa de
comprimento de onda que vai de aproximadamente 0,4um e 0,7 ym, como mostra a
Figura 1 (CALLISTER, 2002).
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Figura 1 — Espectro eletromagnético.
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FONTE: Oliveira (2017)

Os materiais capazes de transmitir a luz com absorcgao e reflexao relativamente
pequenas sdo transparentes. Ja os materiais translucidos sao aqueles através dos
quais a luz é transmitida de uma maneira difusa, ou seja, a luz é dispersa no interior
do material, em um grau em que os objetos ndo s&o claramente distinguiveis quando
observados através de uma amostra dessa matéria. Aqueles materiais que sao
impenetraveis a transmissao da luz visivel sdo conhecidos como opacos, como mostra

a Figura 2.

Figura 2 - Materiais transparentes, translucidos e opacos.
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FONTE: Rosario (2019)
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3.3.1. Reflexdo da luz

A reflexao da luz € um fendbmeno 6ptico em que um feixe de luz, ao incidir sobre
uma superficie, retorna ao seu meio de origem com outra dire¢ao. Diferentes materiais
possuem diferentes capacidades para refletir a luz. Porém, quando a radiagao
luminosa passa de um meio para o outro com o indice de refragao diferente entre os
dois meios, uma parte da luz é dispersa e outra parte é refletida. De acordo com a
superficie de incidéncia da luz, como mostra a Figura 3, a reflexdo pode ser
classificada de duas formas:

¢ Reflexao difusa: ocorre quando os raios de luz incidem em uma superficie
irregular ou rugosa e sao refletidos em diregdes distintas;

¢ Reflexao regular ou especular: Quando os raios de luz incidem sobre uma
superficie lisa, ou regular, e sao refletidos na mesma diregao, paralelos uns aos
outros. Importante frisar que a luz vai refletir sempre no mesmo angulo em incide

nessa superficie.

Figura 3 - Tipos de reflexdo (a) difusa e (b) regular.

(b)

(a)
FONTE: Adaptado de Buglia (2019)

3.3.2. Transmissao da luz

A transmissao acontece quando a luz atravessa uma superficie ou objeto. Ha

trés tipos de transmisséao: direta, difusa ou seletiva.
¢ Transmissao direta ocorre quando a luz atravessa um objeto e ndo ha mudancga
na dire¢ao ou qualidade dessa luz. Este fendmeno ocorre quando a luz atravessa

um vidro ou o ar, por exemplo.
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e Transmissao difusa ocorre quando a luz passa através de um objeto
transparente ou semitransparente e este objeto apresenta algum tipo de textura.
A luz ao invés de se projetar em uma unica diregao € desviada em muitas
diregdes.

e Transmissao seletiva se da quando a luz atravessa um objeto colorido. Parte

da luz vai ser absorvida e parte vai ser transmitida por tal objeto.

3.3.3. Absorgéo da luz

A luz é uma forma de radiagdo eletromagnética constituida de particulas de
energia denominadas fotons, em que o conteudo energético esta intimamente
relacionado com o comprimento de onda. A absorcéo € o fendbmeno no qual os fétons
interagem com a matéria, sendo que esta recebe energia e transforma, podendo
resultar em transi¢des vibracionais das moléculas, ou em transacdes eletronicas das
moléculas e/ou atomos, dependendo do material que recebe e da energia do féton.
Os fétons possuem uma frequéncia caracteristica que deve colidir com a frequéncia
associada a energia de transicdo da molécula, para que a transferéncia ocorra
(NASCIMENTO, 2001).

Em resumo, caso os fétons que interagem com a matéria excitem os elétrons
das camadas de valéncias, alguns efeitos podem ocorrer, dentre eles a absorcéo, a
reflexdo ou a transmissao, como mostra a Figura 4. A absor¢do somente ocorre
quando o féton presente na radiagdo luminosa, cede toda a sua energia para elétron
de valéncia do material incidente, excitando-0. Quando o elétron retorna da camada
de valéncia para sua camada normal, ha a emissdo de um féton de igual energia ao
incidente, ou seja, reflexdo. Se o féton n&o interagir com a matéria, havera o fenbmeno

de transmissao.
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Figura 4 - Formas de interagéo da radiagdo incidente com um material.
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FONTE: Adaptado de Abadi (2017)

3.3.4. Espalhamento da luz

O espalhamento da luz ocorre em matérias que apresentam variagcées no indice
de refragédo, sejam entre particulas distintas ou variagdes mais continuas do indice
entre grandes conjuntos de particulas. Este fendbmeno tem uma relacao direta entre o
comprimento de onda e a radiacao (A) incidente e o tamanho do centro espalhador
(particula).

Quando o tamanho da particula é da mesma ordem de grandeza do
comprimento de onda na radiagao incidente, o espalhamento € maximo (JAQUES E
PRAHL, 1998a). No caso de a radiacao ser desviada de sua trajetoria sem perda de
energia o fendbmeno é chamado de espalhamento elastico (ou estatico), do contrario,
se houver perda de energia, € chamado de espalhamento inelastico (ou dinamico)
(GASPARINI, 2015).

3.4. Coeficiente de absorgéo, espalhamento e atenuagdo

O coeficiente de absorgéo (ua) € propriedade especifica de cada material, e
varia em fungdo do comprimento de onda da radiacao incidente; sendo o parametro
utilizado para descrever a efetividade da absorgéo, dado em cm'. Os materiais que
possuem grandes valores para o coeficiente de absorcao sao considerados altamente
absorventes. Assumindo que 1/pa € a distancia na qual a intensidade da radiacao
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incidente decai na ordem de 1/e, que também chamada de caminho médio A
determinacao de decaimento da intensidade luminosa, apos atravessar a matéria, €
realizada através da Equacao 1. Nesse caso, d € a espessura ou caminho optico de
uma amostra com coeficiente de absor¢ao u,, que € atravessada por um feixe
luminoso, I, € aintensidade do feixe antes de atravessar a amostra e I é a intensidade
do feixe apds atravessar a amostra (WELCH E GEMERT, 1995).

[ =1, e Had (Eq. 1)

Ja o coeficiente de espalhamento (Us) € o parametro utilizado para descrever a
efetividade do espalhamento e é definido como sendo o inverso do livre caminho
médio que um foton percorre antes de colidir novamente, também dado por cm-'
(WELCH E GEMERT, 1995). Porém, €& possivel calcular o coeficiente de
espalhamento a partir da soma dos fatores isotrépico e o anisotropico do coeficiente
de espalhamento reduzido.

Partindo do conceito de anisotropia, definida como o parametro g, € a medida
da quantidade de direcbes dos fotons conservadas apds uma unica ocorréncia de
espalhamento conforme a equacgao 2. Considerando que um foton é espalhado por
uma particula e que sua trajetéria € modificada por um angulo de desvio 6, tém-se a
componente de uma nova trajetéria alinhada na mesma direcao, cos(6), conforme a
Figura 5 na qual o valor médio do cos(8) & definido pelo paradmetro g (JAQUES E
PRAHL, 1998b).

g = cos(0) (Eq. 2)

Figura 5 - Desvio da trajetéria do foton.

trajetoria
do faton

ocorréncia de
espalhamento

FONTE: Jaques e Prahl (1998b)
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O objetivo do coeficiente de espalhamento reduzido € descrever a difusao de
fétons em um caminho aleatério com passos de 1/ps, ou seja, 0 caminho livre médio
reduzido. Em cada passo do féton ocorre um espalhamento isotrépico. E o mesmo
que considerar o movimento do féton utilizando diversos pequenos passos de 1/us de

angulo de desvio 6 parcial, como mostrado na Figura 6.

Figura 6 — Caminho médio (1/ ps) e caminho médio reduzido (1/ ps).

FONTE: Jacques e Prahl (1998e)

Para utilizar o coeficiente de espalhamento reduzido é necessario que Ja << Us,
ou seja, desde que existam muitas ocorréncias de espalhamento antes de uma
ocorréncia de absorcdo. Entretanto, o coeficiente de espalhamento ys apresenta duas
componentes, o espalhamento isotropico, como descrito anteriormente pelo
coeficiente de espalhamento reduzido (us), € o espalhamento anisotrépico,
representado pelo produto do coeficiente de anisotropia e pelo coeficiente de
espalhamento ps. A equacao 3 descreve como € calculado o coeficiente de

espalhamento ps.

Us =Hs+ G Us = Hg=lUs— g s = s (1= g) (Eq.3)

Como a maioria dos materiais sofre os dois fendbmenos Opticos
concomitantemente, absor¢cao e espalhamento, pode-se utilizar o coeficiente de

atenuacao (Pe), que nada mais é que a soma do coeficiente de absorgéo (ua) € do
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coeficiente de espalhamento (us), ilustrados na Figura 7. Nesse caso, a equagao 1

sofre a seguinte modificagao:
[ =1, e Hed (Eq. 4)

Figura 7 - Fendmeno de (a) absorcéo e de (b) espalhamento.
(a)

il

FONTE: Jaques e Prahl ( a - 1998c, b - 1998¢).

3.5. Esfera Integradora

A esfera integradora é um dispositivo desenvolvido para medir radiagcao 6ptica.
A teoria de funcionamento da esfera integradora € baseada no principio da troca de
radiacao entre superficies difusoras. Ela possui interior recoberto por um material
especial que reflete e difunde a luz incidente de maneira uniforme em todas as
direcdes, representando dessa forma uma superficie com reflexao difusa perfeita,
também denominada superficie Lambertiana.

A esfera coleta a radiagao eletromagnética de uma fonte externa ao dispositivo
optico, geralmente para medigao de fluxo ou atenuacgao 6ptica, como mostra a Figura
8. A radiagao introduzida em uma esfera integradora atinge as paredes reflexivas e
sofre multiplas reflexdes difusas. Apds numerosas reflexdes, a radiagao é dispersa de

forma altamente uniforme nas paredes da esfera. O nivel de radiagdo integrado
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resultante é diretamente proporcional ao nivel de radiacao inicial e pode ser medido

facilmente usando um detector.

Figura 8 - Esquema do dispositivo 6ptico, constituida por (a) fonte externa, (b)

espelho e (c) esfera integradora.

FONTE: Adaptado de Monte et al. (2018)

Em teoria, quanto maior a esfera, melhor a medi¢cdo, menor a influéncia do
equipamento e maior pode ser a fonte. O problema é que o tempo de integracao
(tempo de exposi¢cao do espectrdmetro a incidéncia de luz) cresce junto com o
tamanho da esfera e é inversamente proporcional a poténcia da radiacdo da fonte.
Isto torna esferas pequenas adequadas a fontes de pequenos tamanhos e poténcias,
e esferas grandes adequadas a fontes de médias e grandes poténcias e tamanhos
(PEREIRA, 2015). Com isso, a constante de tempo das esferas integradoras, ou seja,
o tempo necessario para que as reflexdes ocorram de forma que desaparega o
transiente, tipicamente varia de alguns nano segundos até dezenas de nano
segundos.

As medidas Opticas realizadas pela esfera sdo medidas de transmisséo e de
reflexdo. A transmissao pode ser medida a partir de uma amostra mantida na porta de
entrada. A amostra é irradiada e, em seguida, comparada com uma medi¢ao de fonte
direta sem a amostra. Ja para medir a reflexdo, uma amostra é mantida em oposigéao
a porta de entrada e irradiada por um feixe incidente, como mostra o esquema na

Figura 9. A radiagao refletida total é integrada espacialmente pela esfera e medida por
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um detector. A reflexdo de uma amostra em relagdo a um padrao conhecido pode ser

calculada medindo ambos e tomando sua relacgéao.

Figura 9 — Esquema de medida de (a) transmisséao e (b) reflexdo, utilizando a (1) amostra,

(2) porta de entrada e (3) porta de saida.

(a)
Luz incidente 12'/’_\3
e |

Luz incidente

FONTE: Adaptado de Monte et al. (2018)
A esfera tem seu funcionamento baseado no principio da troca de radiagao
entre superficies difusoras (LABSPHERE, 2017). Consideremos a troca de radiagao

entre dois elementos diferencias de uma superficie difusora denominados de dA1 e

dA2, separados por uma distancia S, conforme Figura 10.

Figura 10 - Troca de radiacao entra duas superficies difusoras.

dA,

FONTE: Labsphere (2017)
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A fragcéo da energia que parte de dA1 e incide sobre dA2 € denominado fator de
troca de radiagao dFq1-42, dado pela Equacgéo 5, no qual 81 e 62 sdo angulos medidos
em relagc&o as normais da superficie (LABSPHERE, 2017).

cosb, cosB,

dAFg1-az = 7S2

dA, (Eq. 5)

Considerando uma esfera de raio R com superficie interna difusora, possuindo
esses dois elementos diferencias dentro dela, conforme Figura 11. Como a distancia
S entre os elementos é dada pela Equacgao 6, entdo o fator de troca dFq1-42 € dado

pela Equacéao 7.

Figura 11 — Esfera com superficie interna difusora.

dA;

dA,

FONTE: Labsphere (2017)

S = 2RcosfB; = 2Rcosb, (Eq. 6)
dA,
dFg1-az = InR2 (Eq.7)

A partir das equagdes acima, nota-se que o fator de troca independe dos
angulos 81 e B2 e da distancia entre os elementos dA1 e dA2, fazendo com que a fragéo
do fluxo luminoso recebido por dA2 seja sempre 0 mesmo para qualquer radiagéao
emitida de qualquer ponto da superficie da esfera. Se a area infinitesimal dA1 emitir
radiacdo agora para uma area finita igual a A2, é obtido:
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.de _ 1 .f dA = 4> Eq. 8
dl—d2_4n_R2 A - 47TR2 ( q )

Assim, verifica-se que a fragéo do fluxo independe de dA1 e admitindo que 4mR?

€ a area interna total da esfera:

Frp=—ip=22 (Eq. 9)

4mR2 ~ Ag

A radiacao incidente na superficie interna da esfera integradora cria uma fonte
de radiacdo virtual por reflexdo, sendo essa fonte que emite radiagdo para o
fotodetector, possibilitando sua medic¢do. Inicialmente, o fluxo de radiagao incidente é
perfeitamente difundido na primeira reflexdo. Posteriormente, depois de varias
reflexdes no interior da esfera, o fluxo total incidente em sua superficie € maior que o
fluxo de entrada devido a multiplas reflexdes dentro da estrutura. Com isso, resulta-
se em uma radiancia L (densidade de fluxo por unidade de angulo sélido) na
superficie, equacao 10, na qual @i é o fluxo de entrada, As é a area atingida pela
radiacao, p € a reflectancia da superficie interna da esfera e a é o angulo sélido total
projetado da superficie (LABSPHERE, 2017).

(Eq. 10)

A esfera possui no minimo duas aberturas, sendo uma para a entrada da
radiagao (Ai) e outra para o detector (Ao), como mostra a Figura 12. Essas aberturas,
além de nao refletirem radiacdo, absorvem a radiagcao que nelas incidem, fazendo
com que a radiancia agora seja dada pela equagao 11, na qual f representa a relagao
entre a soma das areas das aberturas da estrutura e a area total, equagao 12. Quando
existem mais de duas portas, f é calculado a partir da soma do total das portas
(LABSPHERE, 2017).
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Figura 12 - Esfera integradora e suas aberturas.

Radiacio
Ay

As

FONTE: Labsphere (2017)

(OB
L=—i.__ P (Eq. 11)
a As 1_p(1_f)
A+ A
1 "2 (Eq. 12)
As

As esferas de integracao tém diversas vantagens em relacao a outros métodos
de medicao de luz, como

e Medir feixes divergentes para mais de * 45° que outros métodos nao podem;

¢ Medir poténcias relativamente altas (até 30W), apresentando uma faixa dinédmica
maior que os sensores térmicos, além de medir até microwatts;

e Podem ser usadas para fazer medidas simultdneas de poténcia, espectro e
forma de pulso temporal;

e Possui tempo de resposta rapido dos fotodiodos, mas podem medir altas
poténcias como 0s sensores térmicos.

Com isso, a esfera integradora vem sendo empregada em estudos como a
determinacdo de parametros opticos em tecido biolégico (Pa € ps’) na regido do
infravermelho proximo (NASCIMENTO, 2001). Infravermelho préximo € o nome dado
a regiao do espectro eletromagnético imediatamente superior a regidao visivel em
termos de comprimento de onda, ou seja, trata-se da regido do infravermelho “mais

préxima” da regiao visivel. O autor caracterizou os tecidos bioldgicos através do
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coeficiente de absorgao e espalhamento reduzido e assim, diferenciou tecidos sadios
e patoldgicos.

Ja em 2012, Gaspardo et al., utilizou a esfera integradora através da
espectroscopia de transformada de Fourier préximo ao infravermelho (FT-NIR), para
avaliar a capacidade de prever teores de fuminosina B1 e B2 em farinha de milho e
detectar se o produto esta contaminado ou ndo, dependendo da concentragao
encontrada dessas fuminosinas.

Uma das pesquisas mais recentes, em 2017 realizada por Costa et al., avaliou
o efeito do teor de gordura nas propriedades Opticas do leite. Foi verificado que o
coeficiente de absorgcéo e espalhamento sao diferentes entre leites com terores de
gorduras distintos, sendo assim, capaz de caracterizar e gerar um padrdo de
referéncia para comparar e desenvolver outros equipamentos com sensores 6pticos de

analises rapidas e precisas.

3.6. Método de Adigcdo-Duplicacao

Diante do equacionamento mostrado na sessao anterior, precisa-se de um
método iterativo para se obter os coeficientes de absorgéo e espalhamento. Para isso,
o método de Adicdo-duplicacdo é um método utilizado para resolver a equacao da
transferéncia radioativa, € um modelo que retorna estimativas rapidas e precisas de
distribuicdes de luz em qualquer tecido bioldgico (PRAHL, 1995).

O método de duplicacao implica o conhecimento das propriedades de reflexao
e transmissdo para uma unica camada fina e homogénea. A reflexao e transmisséo
de uma camada duas vezes mais espessa sdao encontradas sobrepondo as duas
camadas idénticas e somando as contribuicdes de cada uma. Ja o método de adicéo
estende o método de duplicacdo para camadas diferentes, permitindo assim que se
simule a média entre elas (PRAHL, 1995).

As vantagens do método de adigdo-duplicagéo é que a interpretagao fisica dos
resultados pode ser feita em cada passo da iteragcdo; o método é equivalente para
espalhamento isotrépico e anisotrépico, e os resultados sao obtidos para todos os
angulos de incidéncia usados na integragdo (PRAHL, 1995).

Um conceito importante da fisica € a fluéncia, ou seja, € a intensidade de um

deslocamento de particulas, ou seja, o tamanho do fluxo de particulas, ou radiativo,
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integrado ao longo do tempo. Para as particulas, a fluéncia é o numero de particulas
que passam por uma area da unidade por um determinado tempo. Quando a fluéncia
€ necessaria a uma espessura particular, pode ser calculada encontrando as matrizes
de reflexdo e transmiss&o para propagacgéao de luz através do material acima e abaixo
da camada desejada.

Algumas das desvantagens do método € que ele se torna inadequado para
calculo de fluéncias internas, restrito a geometrias de camadas com irradiagao
uniforme e é necessario que cada camada tenha propriedades Opticas homogéneas.
Porém, esse método é adequado para problemas iterativos porque fornece calculos

precisos de reflexao e transmissao com relativamente poucos pontos de integracao.

4. MATERIAL E METODOS

Inicialmente foi utilizado o leite processado e disponivel comercialmente
adquirido em mercado local, em quatro tipos diferentes: integral, semidesnatado,
semidesnatado zero (0) lactose e o desnatado. Posteriormente, realizou-se as
analises do leite cru fornecido por uma Cooperativa Agropecuaria da cidade de
Uberlandia.

As amostras de leite, tanto comerciais quanto a de leite o cru, foram
devidamente adulteradas pela adi¢ao das seguintes substancias: agua destilada, soro
de queijo, peroxido de hidrogénio (H202) e soda caustica (NaOH). O soro de queijo
utilizado foi fornecido pela mesma Cooperativa Agropecuaria citada anteriormente, e
foi previamente caracterizado para conhecimento de sua composi¢ao. Os demais
adulterantes foram fornecidos pelo laboratério de Bioquimica da Faculdade de
Engenharia Quimica da UFU, sendo que o peroxido de hidrogénio utilizado foi da
marca Vetec Quimica Fina, composto por uma solugao aquosa que continha entre 20
a 60% de H202. A soda caustica utilizada foi adquirida em paletes da marca Merck,
sendo necessario fazer uma solugéo de concentragéo de 10 mol/L (SANTOS, 2013),
em que foi utilizado 4 gramas de NaOH e 10 mL de agua destilada.
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4.1. Preparagdo de amostras

Para a preparagado das amostras realizadas, cujas medidas foram realizadas
em triplicata, foi utilizado 1 mL de leite para ser a base de volume da amostra. Assim,
o leite foi adulterado em % de volume/volume nas seguintes condic¢des:

e 0% -1,0mL de leite;

e 5% -0,95mL de leite e 0,05 mL de adulterante;
e 10 % - 0,90 mL de leite e 0,10 mL de adulterante;
e 20 % - 0,80 mL de leite e 0,20 mL de adulterante;
e 30 % -0,70 mL de leite e 0,30 mL de adulterante;
e 50 % - 0,50 de cada substancia.

Todas as amostras foram homogeneizadas em um Eppendorf de 1,5 mL e
transferidas para uma cubeta de vidro de 1 mm de espessura na quais foram

realizadas medigdes de transmissao e reflexao pela esfera integradora.

4.2. Medida das propriedades opticas

A esfera integradora utilizada foi de 2 polegadas, com uma fonte luminosa
composta por uma lampada espectroscépica de halogénio de poténcia 1 mW e um
espelho para direcionar o feixe luminoso (Figura 8). Esse equipamento esta alocado
no Laboratério de Imagens Funcionais do Instituto de Fisica da UFU, coordenado pelo
prof. Dr. Adamo Ferreira Gomes do Monte.

As medidas realizadas de transmissao e reflexdo, como mostrado na Figura 13,
foram captadas por um detector e reveladas através do software Spectra Suite. Outra
medida necessaria realizada foi de calibragcdo que consistiu na porta frontal aberta da
esfera integradora e sem nenhuma amostra presente. A medida de calibragéao,
juntamente com as medidas de transmissado e reflexdo, e os demais parametros

necessarios forneceram valores para os coeficientes de absorg¢ao e espalhamento.
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Figura 13 - Medidas de (a) transmisséo e (b) reflexao.

FONTE: Costa ef al. (2017)

4.3. Processamento de dados

Todos os dados fornecidos pelo Spectra Suite foram processados pelo
MATLAB, em que foi utilizado um algoritmo que possui o método IAD (adigao-
duplicagao). Esse método empregou a equagao geral para a transferéncia radioativa
de um estado estacionario em camadas planas paralelas e retornou valores de
coeficiente de absor¢géo e espalhamento. Para isso, € necessario entrar com o0s
seguintes parametros exigidos pelo algoritmo:

e Anisotropia: 0,9 — valor padrao para diversos materiais (PRAHL, 1995);

e Espessura da amostra e da cubeta: ambas de 1 mm;

e indice de refragdo da amostra e do vidro: 1,4 e 1,56, respectivamente;

e Step size: 0,9 s;
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e Dados de reflexdo, transmisséo e calibragdo: fornecidos pelo Spectra Suite

e previamente tratados para permanecer em um intervalo de 500 a 800 nm.

E importante ressaltar que o valor do indice de refragdo do leite foi devidamente
medido através de um refratdmetro Abbé modelo 2WAJ, da marca Biobrix. As medidas
foram realizadas em ftriplicatas para garantir a confiabilidade do resultado. O valor
obtido de 1,4 foi a média verificada entre as medi¢cdes de todos os tipos de leite
comercial utilizados (integral, semidesnatado, semidesnatado 0O lactose e desnatado).
Para o indice de refragédo do vidro, esse € um valor referente a composi¢cao do vidro e

foi fornecido pelo fabricante Optical Glass da cubeta de espessura de 1 mm.

4.4. Tratamento de dados

Apos o processamento de dados, o programa retornou valores de coeficiente
de absorgao e espalhamento, realizados em triplicata, para todos os comprimentos de
onda utilizados (500 a 800 nm). Os graficos do comportamento das propriedades
dpticas foram construidos através do software Origin 6.0. E importante destacar que
foi preciso utilizar uma ferramenta para a retirada dos ruidos nos comprimentos de
onda avaliados, o que se faz necessario quando se tratam de medidas Opticas. Nesse
primeiro momento foi analisado cada tipo de leite em cada condigdo de adulteracéo,
sendo o coeficiente 6ptico versus comprimento de onda.

Para melhor avaliacdo dos coeficientes de absorg¢ao e espalhamento, foi fixado
o comprimento de 575,1 nm para analisar o comportamento do leite nas diferentes
concentragdes de adulteragdo. Nessa situagao, para facilitar o entendimento fez-se o
uso do coeficiente de atenuacgao, que representa a soma do coeficiente de absorgao
e espalhamento. Com isso, foi necessario empregar a técnica B-spline, sendo esta a
aproximacao de uma curva aos pontos analisados, para melhor visualizacao do

comportamento do coeficiente de atenuagéo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesse trabalho, buscou-se avaliar uma técnica como uma proposta inovadora
para detecgdo de adulteragdo no leite (esfera integradora). Assim, foi dado um
primeiro passo no sentido da criagdo de uma estrutura basica de conceitos. E a partir
disso que se acredita futuramente no desenvolvimento e utilizagdo de um
equipamento com resposta rapida e precisa para que se detecte qualquer tipo de
adulteragao no leite.

Primeiramente foi preciso entender o que interfere nas propriedades opticas,
ou seja, como o coeficiente de atenuagdo pode ser afetado em relagdo aos
coeficientes de absorgdo (ua) e espalhamento (us). A condigdo imposta para as
analises foi de que pa << us, dessa forma, o coeficiente de espalhamento tera maior
contribuigcao do que o coeficiente de absorgédo na atenuagao do feixe luminoso.

Os fatores que afetam us e consequentemente o coeficiente de atenuagao (pe),
sao o tamanho e a forma das particulas ou moléculas que estdo presentes na amostra
a ser analisada. Quanto maiores e mais complexas as moléculas presentes no meio,
maior sera o coeficiente de atenuacgao. Isso ocorre porque o feixe de luz sofre mais
desvios ao colidir com um grande numero de moléculas e dependendo da sua
geometria, a luz pode sofre ainda mais variagbes em sua rota para atravessar a

amostra ou ser refletida.

5.1. Determinagdo do comprimento de onda

A luz utilizada tem a capacidade de abranger um comprimento de onda de
aproximadamente 345 a 1035 nm, porém quando se avalia qualquer propriedade
Optica é preciso a verificagdo da ocorréncia de ruidos e a legitimidade da medida.
Portanto, para melhores resultados, foi utilizado um comprimento de onda que faz
parte do espectro visivel, de 500 a 800 nm, em que uma forte dispersdao da luz
incidente no leite pode ser observada (RATY E PEIPONE, 1999).

Para dar inicio as analises, primeiramente foi monitorado o comportamento do

coeficiente de absorgdo (ua) € do coeficiente de espalhamento (us) na faixa de
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comprimento de onda selecionado. Nos graficos mostrados na Figura 14, tem-se o

comportamento de pa € s para os leites puros, ou seja, sem adigao de adulterantes.

Figura 14 - Comportamento do (a) coeficiente de absorgéo - ua e (b) coeficiente de
espalhamento reduzido - us’, para leite desnatado, == semidesnatado,

== semidesnatado zero lactose, == integral e == cru.
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O leite € uma dispersao coloidal de proteinas e uma emulsao de gordura em

uma solucado aquosa de lactose, sais e outros compostos. Assim, nao s6 absorve a
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luz como também a dispersa, consequéncia do grande numero de compostos
presentes e a presenga de particulas de varios tamanhos (RATY E PEIPONE, 1999).
Entretanto, foi possivel perceber que ys € mais que 100 vezes maior que Pa em todo
o comprimento de onda observado, caracterizando o leite como uma substancia
espalhadora (NASCIMENTO, 2001).

Séao principalmente as moléculas de gorduras e de proteinas no leite que
dispersam a luz. O grau de espalhamento depende da densidade numérica e do
tamanho das particulas espalhadoras. Além disso, o comprimento de onda da
radiacdo incidente e a diferenca no indice de refragdo entre as varias particulas,
afetam o espalhamento (RATY E PEIPONE, 1999).

Dessa forma, ao analisar o ponto de 575,1 nm ficou claramente perceptivel que
nesse ponto e pontos proximos a ele, tem-se um maximo do coeficiente de
espalhamento e um minimo significativo do coeficiente de absorcdo. Com isso, a
condicao imposta esta sendo satisfeita (Ma << ps) e é possivel utilizar nesse ponto, o
coeficiente de atenuacédo para avaliar seu comportamento em relagao aos volumes de

adulterante inseridos nas amostras.

5.2. Determinagéo de tipo de leite através de parametro optico

Os leites comerciais sao diferenciados pelo seu teor de matéria gorda. A
gordura no leite se encontra como glébulos contendo principalmente triacilglicerdis
(Figura 15), que s&o envolvidos por uma membrana lipoproteica. Esses pequenos
glébulos, juntamente com as particulas coloidais da caseina e do fosfato de calcio,
dispersam a luz (BEZERRA, 2010).

42



Figura 15 - Férmula estrutural geral de um triglicerideo.
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FONTE: Brasil Escola (2019)

Sabendo como a luz sofre atenuagdo por uma substancia e a partir do
comprimento de onda selecionado, foi observado que o valor obtido para cada tipo de
leite puro pode diferencia-los, como mostrado na Tabela 4. Vale ressaltar que esse
valor € uma média das medidas realizadas em triplicatas e o valor do coeficiente de
atenuacao (Je) nesse caso, pode ser relacionado com a quantidade de matéria gorda

presente no leite.

Tabela 4 — Valores caracteristicos de coeficiente de atenuagao (Je) determinado em cada

tipo de leite em 575,1 nm.

. . Me (cm™)
Tipo de leite .y . ~
Média Desvio Padréao
1 Desnatado 6,03 0,23
2 Semidesnatado 7,93 0,38
3 Semidesnatado 0 Lactose 7,99 0,33
4 Integral 10,08 0,51
S Cru 7,91 0,09

Assim, nota-se que o valor de pe tende a aumentar com a porcentagem de
matéria gorda presente em cada tipo de leite. Comecgando pelo leite desnatado
(maximo de 0,5%), semidesnatado (entre 0,6 e 2,9%) até o leite integral (minimo de
3%), com excegao do leite cru (acima de 3%).

O leite cru teoricamente como tem mais gordura teria que apresentar um valor
maior que o integral, mas devido a homogeneizagao do leite sem desnate provocar
uma substancial interferéncia na atenuacgao, seu valor cai e fica mais préximos aos
leites semidesnatado (MILES et al., 1989). Normalmente, quanto mais o leite é
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homogeneizado menor € sua atenuagao, devido a redugao do tamanho das moléculas
de gordura.

No processo de homogeneizacéo € realizada a quebra da molécula de gordura
em particulas menores para serem agregadas as proteinas do leite e serve para
impedir a formacao de nata. Além de que, faz com que o leite fique mais branco,
melhora seu aspecto, sua palatabilidade e digestdo (VENTURINI, 2007).
Independente do teor de gordura de cada tipo de leite esse processo é realizado, pois
esse percentual n&o sofre alteragéo.

Na pratica, o diametro médio dos glébulos de gordura € inferior a um
micrémetro apos o processo de homogeneizagdo. Em leite n&o tratado, o diametro
dos glébulos de gordura esféricos geralmente fica na faixa de 0,1 £ 10 mm, enquanto
as dimensdes correspondentes das micelas de caseina sdo de 10 + 300 nm (RATY E
PEIPONE, 1999).

E interessante ressaltar que segundo a ANVISA, produtos rotulados como zero
lactose possuem limite de 100 mg/100 g ou mL. Dessa forma, verificou-se que por
mais que o leite semidesnatado zero lactose apresente menor quantidade de
moléculas em sua composi¢ao, isso nao contribuiu para a reducao do coeficiente de
atenuacdo. Esse fato evidencia que a lactose (Figura 16) nao influencia

significativamente a dispersao do feixe luminoso.

Figura 16 — Formas anoméricas da molécula de lactose.
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FONTE: Ginzle et al. (2008)

Para melhor confiabilidade dos dados, foi realizado uma analise estatistica para
se verificar a normalidade dos dados e a existéncia de diferengas estatisticas entre as
meédias encontradas para cada tipo de leite. Assim, primeiramente foi utilizado o teste
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de Shapiro-Wilk com um nivel de significancia de 5%, assumindo as seguintes
hipoteses:

e Ho: os dados provém de uma populagdo Normal;

e Hi:0s dados ndo provém de uma populagdo Normal.

A partir dos resultados obtidos na Tabela 5, foi observado que o valor de
Woealculado > Whabelado. COMO Wealculado €Sta fora da regido de rejeicéo e a probabilidade
p > 0,05, a hipotese Ho foi aceita e estatisticamente foi comprovada a normalidade dos
dados. Para melhor visualizagdo do resultado, a Figura 17 revela que os dados

(pontos azuis) tendem a normalidade, representada pela linha vermelha.

Tabela 5 - Teste de Shapiro-Wilk.

Calculado Tabelado
Fator W 0,951 0,901
Probabilidade (p) 0,416 0,050

Figura 17 - Gréafico de normalidade dos dados.

Expectativa do Valor Normal

He

Confirmando a normalidade dos dados, foi utilizado o teste de Tukey para
verificar a diferenca entre as médias obtidas para cada tipo de leite em um nivel de
significancia de 5%. Nesse caso, foi observado que os valores que possuem p < 0,05
sdo valores menores que o nivel de significancia e se diferenciam estatisticamente

entre si (Tabela 6). Portanto, a partir doa valores obtidos foi observado que n&o ha
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diferengca entre os leites 2, 3 e 5 ou seja, entre os leites semidesnatado,

semidesnatado zero lactose e o leite cru.

Tabela 6 — Resultados de probabilidade do teste de Tukey, para o leite desnatado (1),
semidesnatado (2), semidesnatado zero lactose (3), integral (4) e leite cru (5).

Leite 1 2 3 4 5
1 - 0,0044 0,0018 0,0002 0,0025
2 0,0044 - 0,9999 0,0015 1,0000
3 0,0018 0,9999 - 0,0010 0,9997
4 0,0002 0,0015 0,0010 - 0,0008
5 0,0025 1,0000 0,9997 0,0008 -

Esses resultados revelam que o coeficiente de atenuagao (ue) pode diferenciar
somente os tipos de leites UHT entre si, visto que o leite semidesnatado e
semidesnatado zero lactose possuem o mesmo teor de gordura, por iSso possuem
valores caracteristicos semelhantes. Para o leite cru, como ha interferéncia na
medida, essa analise nao ¢ eficiente para diferencia-lo pelo teor de gordura dentre os

demais leites analisados.

5.3. Analise quantitativa do leite comercial

E importante destacar que neste estudo o leite disponivel comercialmente foi
utilizado devido a sua padronizagdo em composicao, sendo esta a condicao admitida
nesse estudo para que os resultados fossem reprodutiveis. Mesmo que as amostras
de leite nao tenham sido todas provenientes do mesmo lote inicial para a verificagao
do efeito de todos os adulterantes, considerou-se que todos os componentes
presentes nas amostras de leite seguiam a mesma regularidade em quantidade.
Assim, foi possivel a avaliagdo das propriedades Opticas apenas em funcido da
variacdo de adulterante inserido na amostra.

O comportamento de como cada adulterante interferiu no coeficiente de
atenuacado para cada tipo de leite foi verificado. Dessa forma, foi possivel observar
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atraves das Figuras 18 a 21 o comportamento de pe para os 4 adulterantes utilizados,
em 6 volumes diferentes, de 0%, 5%, 10%, 20%, 30% e 50%.

E importante ressaltar que o coeficiente de atenuagdo é afetado pela
quantidade de particulas ou moléculas de tamanho e geometria relevante. Portanto, a
partir da Figura 18 observa-se o comportamento de pe em relagdo a concentragao de
agua destilada. Os dados experimentais estdo representados por uma forma
geométrica especifica para cada tipo de leite e a curva representa o comportamento

de pe a partir da técnica B-spline.

Figura 18 - Comportamento de pe com adi¢do de agua destilada (H20) no leite

desnatado, —*— semidesnatado, —+— semidesnatado zero lactose e

—=— ntegral.
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E possivel notar um suave declinio de ge em funcdo do aumento de agua
destilada independentemente do tipo de leite analisado. A partir do momento em que
a concentragdo de agua destilada aumentou, maior foi a diluicdo do leite e como o
leite € uma substancia com moléculas mais complexas do que a agua (H20), esse
adulterante ndo vai contribuir com o aumento do espalhamento do feixe luminoso.
Entdo, as moléculas presentes na solugdao que mais contribuem para o espalhamento

do leite ficaram mais dispersas no meio e assim, o feixe luminoso sofreu menos
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desvios. E por esse motivo que pe tende a diminuir com o aumento de agua destilada
adicionada ao leite.

E interessante observar que o leite semidesnatado zero lactose possui um
comportamento semelhante ao semidesnatado. Esse fato ressalta que a lactose n&o
€ uma molécula que interfere de forma significativa no coeficiente de atenuagao, como
visto anteriormente nos valores caracteristicos.

A partir do teste de Shapiro-Wilk os dados apresentam normalidade, com
p = 0,53 > 0,05. Com isso, aplicando o teste de Tukey com nivel de significancia de
a = 0,05 (Tabela 7), foi revelado que somente a concentragcao de 50% nao pode ser
confundida com nenhuma outra concentragao, cujo valores foram abaixo de 0,0500.
A concentracdo de 0 a 10% nao tem valores significativos para diferencia-las entre si,
além de que 10% pode ser confundida com 20% e 20% também pode ser confundida

com 30%.

Tabela 7 - Teste de Tukey para diferenciar as medidas de concentragao.

Conc. (%VIv) 0 5 10 20 30 50
0 0,9976  0,6020 0,0074  0,0014  0,0002
5 0,9976 0,8403  0,0168  0,0031  0,0002
10 0,6020  0,8403 0,1447  0,0287  0,0002
20 0,0074  0,0168  0,1447 0,9415  0,0005
30 0,0014  0,0031  0,0287  0,9412 0,0020
50 0,0002  0,0002  0,0002  0,0005  0,0020

E interessante ressaltar que a partir dessa analise foi verificado que a esfera
integradora pode ser capaz de identificar adulteracdo de H20 a partir de
aproximadamente 30% em volume em alguns leites comerciais, levando em
consideragao os desvios padrao de cada medida. No caso de uma leitura realizada
de uma amostra e que se tenha detectado fraude, com uma concentracdo maior ou
igual a 30% em volume de adulterante, a esfera so tera preciséo se estiver adulterada
em uma concentracao de 50%, pois a concentracao de 30% pode ser confundida com
20% de H20.
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O segundo adulterante analisado, o peroxido de hidrogénio (H202), tem um
comportamento semelhante ao anterior, como mostra a Figura 19. A molécula de
peréxido de hidrogénio se diferencia da agua por apenas um atomo de oxigénio, fato
que nao contribuiu para a molécula se tornar mais complexa e com um tamanho
relevante. Com isso, notou-se que as amostras de leite sofreram também uma queda

de pe com a adi¢ao de H202, devido a diluigdo do leite.

Figura 19 - Comportamento de pe com adigé&o de peroxido de hidrogénio (H202) no leite

desnatado, =+ semidesnatado, —+— semidesnatado zero lactose e —=— integral.
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Os dados apresentaram normalidade com probabilidade de p = 0,8433 > 0,05
pelo teste de Shapiro-Wilk e pelo teste de Tukey verificou-se que os valores das
concentragbes podem ser confundidos entre si de forma geral para esse adulterante.
Com isso, é possivel perceber que alguns dados se sobrepdéem uns aos outros, e se
torna mais dificil identificar o indicio de adulteragdo, impossibilitando revelar a
concentracido de uma amostra adulterada.

Analisando o hidroxido de sédio (NaOH), mais conhecido como soda caustica,
foi revelado um comportamento diferente dos adulterantes anteriores. A Figura 20

mostra um declinio acentuado em determinados tipos de leite, como o integral e o
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desnatado. Por mais que a molécula NaOH nao seja complexa, esse adulterante afeta

o coeficiente de atenuacao de outra maneira.

Figura 20 - Comportamento de Pe com adigdo de soda caustica (NaOH) no leite

desnatado, —+— semidesnatado, —+— semidesnatado zero lactose e —=— integral.
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Quando se adiciona soda ao leite, ndo somente o aspecto fisico da amostra é
alterado, como também sua estrutura molecular, degradando as micelas de caseina
do leite. Essa degradagao ocorre devido a mudanga de cargas que as micelas sofrem,
fazendo que essa desestruturagcao da molécula seja irreversivel (FORTUNA, 2015).

Como ja citado anteriormente, os glébulos e a caseina sdo algumas das
moléculas que mais contribuem para o espalhamento da luz e o aumento do
coeficiente de atenuagao. Assim, quando a caseina é degradada, consequentemente
afeta o coeficiente de atenuacgao e o reduz.

E importante salientar que na obtengéo dos dados resultantes com o uso desse
adulterante, n&o foi observada a normalidade (p = 0,03 < 0,05) e foi necessaria a
aplicagao do teste de Kruskall Wallis para a verificacdo das diferencas observaveis
entres as concentragdes. Nesse caso, as duas possibilidades de resposta foram a

hipétese de nulidade (Ho) em que se afirma que as concentragdes s&o iguais e a
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hipotese alternativa (H1) que afirma que as concentracdes séo diferentes. Assim,
probabilidade obtida no teste foi de p = 0,12 > 0,05 e, portanto, a hipétese H1 é
rejeitada e pode-se afirmar estatisticamente que as concentracbes ndo se
diferenciam.

O ultimo adulterante utilizado foi o soro de queijo, que € um dos adulterantes
mais dificeis de ser detectado hoje em dia. O soro foi previamente caracterizado por
nosso grupo de pesquisa da Pés-Graduagéo de Engenharia Quimica da UFU, como

mostra a Tabela 8.

Tabela 8 - Caracterizacido do soro de queijo.

Parametro Concentragao (g/L)
Proteina 6,47 £ 0,13
Solidos Soluveis Totais 2,77 £ 0,08
Solidos volateis 2,70+£0,13
Sdlidos fixos 0,08 £ 0,05
Foésforo Total 0,22 £ 0,04
Carbono total 43,26
Carbono Organico Total 42,07
Carbono Inorganico 0,78
Lactose 21-23
Nitrogénio Total 2,01
Mg, K, Fe, Na e Ca <20

Foi possivel verificar que as proteinas e a lactose sdo as principais moléculas
presentes na composicao do soro de queijo. Porém, como ja foi visto que a lactose
nao contribui para a atenuacao do feixe luminoso, as proteinas tendem a ser as
moléculas que mais contribuem na atenuagdo. Dessa forma, como os outros
constituintes sao particulas mais simples e em baixa concentracdo, ndo foram
relevantes para interferirem no coeficiente de atenuacgao.

Ja o comportamento de e foi obtido em diferentes concentracdes de soro de
queijo, conforme a Figura 20. Com isso, verificou-se que o soro de queijo adicionado

ao leite ndo causa variagao significativa no coeficiente de atenuagao para as amostras
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de leite do tipo integral e semidesnatado, pois os valores nédo se diferenciam

significativamente dos valores caracteristicos (0%) de cada tipo de leite.

Figura 21 - Comportamento de pe com adicdo de soro de queijo no leite desnatado, ——

semidesnatado, —+— semidesnatado zero lactose e —=— integral.
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Para o leite desnatado, ha um aumento de pe entre a faixa de 5 a 30% de
volume de soro de queijo. Como esse tipo de leite possui menor teor de gorduras que
os demais, consequentemente apresentou menor quantidade de moléculas presentes
na solugdo. Com a adicdo do soro de queijo, as proteinas contribuem até um certo
ponto, aumentando pe. Mas quando se atinge 30%, Me praticamente se mantém
constante, pois o soro ja nao esta interferindo de forma efetiva na atenuagao.

Os dados apresentaram normalidade com probabilidade p =0,256 pelo teste de
Shapiro-Wilk e através do teste de Tukey foi revelado que todas as medidas podem
ser confundidas entre si. Esse fato ja se era esperado devido aos comportamentos
obtidos no grafico, com excecado do leite desnatado, no qual os valores para as
diversas concentragbes encontraram-se em sua maioria na faixa do valor
caracteristico de cada tipo de leite.

Com todas as analises feitas até aqui, foi verificado que é possivel perceber

variagbes, em alguns casos significativos de e, a partir das concentragdes dos
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adulterantes utilizados no comprimento de onda especificado. Portanto, concluiu-se
que Pe € uma propriedade que pode ser bastante interessante para se empregar em
analises de deteccgéo de adulteragao no leite.

Entretanto, um dos objetivos foi verificar se seria possivel aplicar a técnica para
avaliar pe no leite cru, ja que se mostrou sensivel as diversas adulteragbes quando se
utilizou o leite comercial. Como o leite cru é o que sofre maiores adulteragdes, tanto
pelos produtores quanto pelos responsaveis pelo seu processamento, € importante

testar essa nova técnica.

5.4. Analise do leite cru

Primeiramente é importante esclarecer que todas as analises do leite cru foram
realizadas no mesmo dia, ja que foi admitido que a composi¢cao do leite deve se
manter constante. Ressalta-se tratar de um leite que a cada ordenha pode apresentar
variagdo na composigdo, possuindo maior ou menor quantidade de gordura,
proteinas, lipideos, etc, além de ser mais suscetivel a degradagcdo por acao

microbiana.

5.4.1. Analise qualitativa do leite cru

Uma analise qualitativa prévia do leite cru, realizada através do aspecto visual
ja pode ser util para a detecgcao de anormalidades (coagulagao) do produto (Figura
21). A agua destilada (Figura 21a) e o peréxido de hidrogénio (Figura 21b) sdo os
agentes que praticamente nao interferiram no aspecto visual. Com isso, sua adigao
ao leite pode passar facilmente despercebida em analises rapidas qualitativas, mesmo
que em grandes concentragdes, como 50% de volume de adulterante. Nesses casos,
ocorreu somente uma diluicdo do leite e a sua coloragao nao foi afetada de forma

relevante, ficando discretamente menos intensa.
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Figura 22 - Aspecto visual do leite cru adulterado por (a) agua destilada, (b) perdxido de

hidrogénio, (c) hidroxido de sddio e (d) soro de queijo.

Quando o leite esta adulterado por adigdo de NaOH, mesmo que em pequenas
concentragdes, como em 5% de volume de adulterante, ja é claramente visivel que o
leite passou a apresentar um aspecto fora do padrdo, ou seja com coloragdo mais
amarelada. E importante ressaltar que as micelas sdo grupamentos de varias
moléculas de caseina ligada a ions, como o fosfato de célcio, formando os complexos
macromoleculares (FORTUNA, 2015). A partir do momento que NaOH foi adicionado,
as micelas de caseina do leite foram se degradando e assim, tornou o aspecto da
matéria-prima mais viscoso.

Ja o soro de queijo, quando utilizado em baixas concentragdes (de até 5%) néo
promoveu uma modificagao relevante na amostra de leite quanto a sua fluidez e cor.
Porém acima desse valor, ja foi possivel a verificagdo da ocorréncia de coagulagéao
no leite. A coagulagdo do leite é atribuida a uma modificagdo da estabilidade das
micelas de caseina. Assim, quando um suficiente numero de forgas que evita a
agregacao das particulas do leite € ultrapassado, estas particulas tendem a coalescer
e a formar um gel, o qual sofre um grau variavel de sinérese. Esse fato pode ser mais

expressivo na adi¢cdo de soro de queijo com caracteristica mais acida, pois uma
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desestabilizagdo de cargas na superficie das micelas de caseinas pode ser observada
de forma mais acentuada (FORTUNA,2015).

As analises qualitativas realizadas no leite cru mostraram que as adulteracdes
no leite podem ser efetuadas de forma limitada. Por exemplo, n&o seria possivel a
adicdo de elevados percentuais de NaOH ao leite uma vez que modificagdes
acentuadas em termos de coagulacgao proteica seriam verificadas de imediato. Porém,
o intuito de se utilizar uma faixa mais ampla de volume de adulterante neste estudo,
foi para tornar possivel um melhor entendimento do comportamento de pe em relacéo
a concentragao. Neste sentido um conhecimento mais aprofundado sobre o efeito da
adicao de determinadas moléculas no comportamento das propriedades opticas do
leite pode ser adquirido, em uma faixa de baixo a elevado volume de agente

adulterante.

5.4.2. Analise quantitativas das propriedades oOpticas do leite cru

Partindo para a avaliacdo do coeficiente de atenuacao (Je) € como mostrado
na Tabela 4, o leite cru possui um valor caracteristico de coeficiente de atenuagao de
7,91 £ 0,09 cm™'. Qualquer leitura de pe que seja feita com um valor diferente deste,
sugere um indicio de adulteragao.

Nesse estudo, foi avaliado o comportamento de pge no comprimento de onda de
575,1 nm a partir de diversos adulterantes adicionados ao leite cru (Figura 22).
Importante lembrar que todos os pontos obtidos foram resultados de medidas
realizadas em ftriplicata e que também foi utilizada uma ferramenta para a retirada dos
ruidos da medida. Para essas analises, os dados experimentais para cada adulterante
foram representados por uma forma geométrica especifica e a curva representa o

comportamento de [e, através da técnica B-spline.
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Figura 23 - Comportamento de pe do leite cru com adigéo de H20, —4—H0,,

—s— soro de queijo e —=— NaOH.
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E possivel verificar algumas semelhancas do comportamento de pe em relacéo
ao leite comercial, como era o esperado. A agua destilada e o peréxido de hidrogénio
causaram uma diminuigdo de pJe com 0 aumento gradual de porcentagem de volume
de adulterante. Quando o limite de 50% de volume de adulterante foi observado,
percebeu-se que We variou em torno de 10% de seu valor inicial, o que € uma variagao
discreta para a quantidade de adulterante inserido no leite.

Esse comportamento € obtido devido a diluicdo do leite por esses adulterantes,
que fazem com que o feixe luminoso tenha mais espacgo entre as moléculas para
atravessar o meio, sofrendo menos desvios e consequentemente implicando em uma
menor atenuacéo do feixe (NASCIMENTO, 2001). E relevante observar que sé a partir
de 40% de volume de adulterante que o coeficiente de atenuacéo foi diferente do valor
caracteristico do leite cru, levando em conta seu desvio padrao.

Ja em relagdo a NaOH, pe sofreu um expressivo declinio do seu valor inicial
com apenas 5% de volume de adulterante, semelhante a um comportamento de
decaimento exponencial. Como visto anteriormente, a soda em si ndo € uma molécula
de tamanho e geometria relevante para a atenuagdo, mas transforma o meio

fisicamente e quimicamente, fazendo com que a atenuacédo do meio tenha seu valor
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reduzido em torno de 35 %, mesmo na presenga de um baixo percentual deste agente
adicionado a amostra de leite.

O ultimo adulterante avaliado foi o soro de queijo e nesse caso, houve uma
variagdo oscilatéria no coeficiente pe e alguns dos valores obtidos de pe
permaneceram préximos ao valor inicial, o que torna dificil a detecgédo da adulteragao.
Com isso, tanto no leite cru como nas amostras de leite comercial, foi observado que
0 soro de queijo ndo altera pe de forma em que se tenha uma tendéncia no
comportamento.

Os dados seguem a normalidade com probabilidade p = 0,81 > 0,05 por
Shapiro-Wilk e através do teste de Tukey foi avaliado primeiramente se os
adulterantes se diferenciam (Tabela 9) com significancia de 0,05. Os valores maiores
que esse fator revelaram insignificancia entre os pares de adulterantes avaliados.
Assim, foi obtido que NaOH nao pode ser confundido com qualquer adulterante, mas
que a agua destilada, peréxido de hidrogénio e soro de queijo podem ser confundidos

entre si.

Tabela 9 - Teste de Tukey para verificar diferenga entre os adulterantes.

Probabilidade (p)
Adulterante

H20 H202 NaOH SORO

H20 0,8676 0,0057 0,9875

H202 0,8676 0,0014 0,9704

NaOH 0,0057 0,0014 0,0031
SORO 0,9875 0,9704 0,0031

Se tratando de comparar as concentragoes, o teste de Tukey revelou que elas
nao se diferenciam e todas podem ser confundidas entre si. O que acarreta nao
conseguir determinar a concentragao de adulterante mediante o valor obtido de uma
amostra que passou pelo teste de adulteragdo com o uso da esfera integradora.

Foi possivel constatar com os resultados apresentados, que ha variagcdes de e
quando se adiciona os adulterantes em questdo, como mostrado a Tabela 10. E
importante ressaltar que o valor caracteristico do coeficiente de atenuagao para o leite

cru de 7,91 £ 0,09 cm™', admitindo uma faixa de 7,82 a 8,00 cm™.
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Tabela 10 — Variagdo em cm™ do coeficiente de atenuagdo em relagdo aos intervalos

observados.
Adulterante be (cm’)
5% 10% 20% 30% 50%
H20 794+0,10 7,79+046 7,16+0,15 6,92+0,66 6,73 0,30
H20:2 916+0,67 743+£093 742+114 714+045 7,09+0,58
NaOH 6,26 £0,25 584039 512+0,34 4,71+£0,20 5,59+0,18
Soro 7,16+0,70 6,97+088 795+0,36 7,08+0,66 8,09+0,26

Notou-se que para a agua destilada, so é possivel verificar a adulteragao acima
de 20% e para H202, s6 é possivel determinar adulteragao quando foi adicionado mais
de 30% de adulterante. Em 5% de volume de H202 evidencia uma interferéncia no
valor, ndo sendo possivel confirmar que a esfera capta essa adulteracado, pois € um
valor divergente do que se era esperado.

Para a soda caustica, a esfera integradora evidenciou fortemente o indicio de
adulteragcdo quando havia somente 5% de NaOH presente no leite. Isso permite
afirmar que essa técnica pode apresentar uma sensibilidade em até baixas
concentracbes de adulteracdo. Esse foi o agente adulterante que obteve maior
destaque de deteccdo entre os demais, sendo possivel captar adulteragdo em
qualquer uma das concentragdes avaliadas.

O soro de queijo é o adulterante mais complexo de identificar variagdes
significativas de adulteracdo. Mesmo em altas concentragdes de soro nao revela um
valor relevante de pe nesse comprimento de onda determinado. Portanto, quando a
variagdo € pequena e o valor de e permanece dentro dessa faixa do valor
caracteristico ou préximo a ela, ndo é possivel evidenciar indicios de adulteragao.

Com esse estudo foi revelado que através das propriedades Opticas
apresentadas, pode ser possivel utilizar essa técnica para detectar até baixos
percentuais de adulteracdo, como no caso da soda caustica, o que a torna bastante
promissora. E viavel que em trabalhos futuros seja avaliado um comprimento de onda
em que a agua, o peroxido de hidrogénio e o soro de queijo mostrem de forma mais
assertiva alteragdes relevantes de pe, uma vez que sabemos que o comprimento de
onda interfere diretamente na absorcao e o espalhamento das moléculas presente no

meio.
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6. CONCLUSAO

Primeiramente, a da esfera integradora foi capaz de se detectar qual é o tipo
de leite que esta sendo analisado, levando em consideracido os leites comerciais.
Esse conceito utilizou de base o teor de gordura presente no meio para gerar o valor
caracteristico de pe para cada tipo de leite.

O objetivo principal dessa pesquisa, foi verificar se a proposta de uma nova
metodologia foi capaz de indicar fraudes no leite por adigdo de substancias distintas
de sua composigao original, tanto pela quantidade quanto ao componente presente.
Entdo, as primeiras analises foram feitas no leite comercial processado, que permitiu
validar essa metodologia, pois detectou variagdes do coeficiente de atenuagao (je)
dentre as concentragdes de adulterantes analisadas.

Para a agua e o peroxido de hidrogénio o coeficiente de atenuacgao (ue) teve
uma queda suave conforme a adicdo de adulterante. Ja para o0 soro, He nao
apresentou variagdes significativas. Entretanto, essa técnica foi capaz de captar
variagao expressiva de e em pequenas concentragdes de soda caustica.

As analises para o leite cru, iniciadas por uma analise de aspecto visual,
elucidaram como os adulterantes interferiram na parte fisica e quimica da amostra. A
agua destilada e o perdxido de hidrogénio ndo resultaram em alteragéo relevante na
cor do produto, mesmo quando volumes elevados destes agentes adulterantes foram
adicionados ao leite. Ja a soda caustica e o soro de queijo, afetam de forma fisica
e/ou quimica, tornando o leite mais viscoso, podendo gerar coagulacdo da amostra e
também pode afetar a carga ibnica das micelas de caseinas.

Nas analises quantitativas do leite cru, com a aplicagao da técnica, houve uma
semelhang¢a do comportamento do leite cru com os leites UHT. Foi possivel verificar
que a esfera capta certos adulterantes a partir de uma determinada concentracao,
como a agua destilada e o peroxido, 20 e 30% respectivamente. Ja para o soro de
queijo nao foi eficiente para evidenciar a adulteragdo, mas para a soda caustica

mostrou ser assertiva.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Esse estudo propds o uso de um método analitico alternativo para a detecgéo
da adulteracdo do leite, sendo um inicio de testes para serem cada vez mais
aprimorados para enfim, a aplicagdo da técnica ser realmente valida para uso pratico.
Estudos futuros poderao revelar formas mais eficientes de se observar variagdes de
Me, COMO para a agua destilada, peréxido de hidrogénio e especialmente o soro de
queijo.

Uma das possiveis maneiras de aprimoramento € realizar uma varredura do
espectro de luz e estabelecer um melhor comprimento de onda para analisar cada
adulterante em questao e captar variagdes mais precisas de coeficiente de atenuagao.
Visto que, o comprimento de onda estima valores especificos de coeficiente de
absorcdo e espalhamento, e que essas propriedades Opticas estdo diretamente
relacionadas com a composi¢cdo do meio, ou seja, das moléculas presentes na

amostra.
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