UNIVERSIDADE FEDERAL DA GRANDE DOURADOS
FACULDADE DE CIENCIAS BIOLOGICAS E AMBIENTAIS
CURSO DE BACHARELADO EM BIOTECNOLOGIA

LUIZ EDUARDO FARAONI

TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO Il

Dourados/MS
Julho/2018



UNIVERSIDADE FEDERAL DA GRANDE DOURADOS
FACULDADE DE CIENCIAS BIOLOGICAS E AMBIENTAIS
CURSO DE BACHARELADO EM BIOTECNOLOGIA

Determinacdo de K e Na e andlises fisico-quimicas de leites pasteurizados do
municipio de Dourados

LUIZ EDUARDO FARAONI

Trabalho de conclusdo de curso I,
desenvolvido na Universidade Federal
da Grande Dourados, como requisito
parcial para a concluséo de curso.

Orientadora: Prof. Dra. Daniele Mignolo dos Santos.

Dourados/MS
Julho/2018



Dados Internacionais de Catalogaciio na Publicacédo (CIP).

F219d Faraoni, Luiz Eduardo
Determinacdo de K e Na e analises fisico-quimicas de leites pasteurizados
do municipio de Dourados / Luiz Eduardo Faraoni -- Dourados: UFGD, 2018.
30f ¢ il ; 30 cm.

Orientador: Daniele Mignolo dos Santos
TCC (Graduacdo em Biotecnologia) - Faculdade de Ciéncias Biologicas ¢

Ambientais, Universidade Federal da Grande Dourados.

Inclui bibliogratia

l. Analise de qualidade. 2. leite pasteurizado. 3. fotometria de chama. 4.

guimica analitica. [. Titulo.

Ficha catalografica elaborada automaticamente de acordo com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).

CDireitos reservados. Permitido a reproducéo parcial desde que citada a fonte.



LUIZ EDUARDO FARAONI

Determinacéo de K e Na e analises fisico-quimicas de leites pasteurizados do
municipio de Dourados

Trabalho de Conclusao de Curso aprovado como requisito parcial para obtengédo
do titulo de Bacharel em Biotecnologia na Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e
Ambientais da Universidade Federal da Grande Dourados, pela comisséo formada por:

Professora Dra. Daniele Mignolo dos Santos

Orientadora e Avaliadora

Professora Dra. Luciana Nuries
Avaliadora

Ma. Ariane Maciel Neiva

Avaliadora

Dourados/MS
Julho/2018



“Existe um fogo

E um movimento da alma que nédo perambula
em seu proprio ser estreito ,mas aspira

Além da apropriada média do desejo:

E uma vez inflamada, insaciavel para sempre
Procura altas aventuras, nem pode se cansar

’

De nada, a nao ser descanso.’

Lord Byron
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RESUMO

O leite € um alimento altamente nutritivo e indispensavel para o homem. Desde o
momento do seu nascimento o ser humano utiliza o leite como fonte de alimento, e com
0 passar do tempo também ira utiliza-lo como matéria-prima para a producdo de
diversos subprodutos. Com o intuito de melhorar a qualidade da vida humana, a ciéncia
e a tecnologia de alimentos contribuiram com sua parte visando disponibilizar alimentos
mais nutritivos e acessiveis a populacdo. O avanco das técnicas de producdo,
processamento e distribui¢do do leite favoreceram ainda mais o seu consumo humano,
principalmente o de origem bovina. Porém, cada etapa relacionada & produgdo e
industrializacdo do leite pode provocar alteragdes em sua composicdo, microbiologia e
em suas caracteristicas sensoriais, podendo comprometer o produto final. A composi¢do
do leite é crucial para o estabelecimento de sua qualidade nutricional. Os sais de Na e K,
por exemplo, sdo muito importantes na salde humana por desempenharem uma funcgéo
fisioldgica no equilibrio homeostatico. Avaliar a composicao do leite € importante para
certificar que o produto final esteja dentro dos critérios exigidos pelas instituicoes de
controle de qualidade do pais. Além disso, andlises fisico-quimicas sdo Uteis para a
pesquisa de adulteracGes, muitas vezes encontradas no leite. Nesse trabalho foram
determinados os constituintes K e Na em amostras de leites pasteurizados de Dourados
pelo método da fotometria de chama. As analises de densidade, pH e acidez foram
utilizadas como ferramentas auxiliares para a descoberta de fraudes e para avaliar a
qualidade desses produtos. Os resultados obtidos nessas determinacdes apresentaram-se
dentro dos limites estabelecidos pelo Ministério de Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento.

Palavras-chave: Andlise de qualidade, leite pasteurizado, fotometria de chama, quimica
analitica.
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1. Introducéo
1.1. A importancia do leite na alimentacdo humana

A importancia da ciéncia e da tecnologia de alimentos na melhoria da qualidade
de vida do ser humano € ressaltada pela necessidade de se obter alimentos saudaveis,
altamente nutritivos, disponiveis e acessiveis a populacdo. Desde o nascimento do ser
humano, o leite apresenta-se quase indissociavel de sua alimentacdo e, 0s avangos nas
técnicas relacionadas as etapas de producdo, processamento e distribuicdo de leite tém

favorecido ainda mais o seu consumo, particularmente o de origem bovina®.

Desde a antiguidade, através da necessidade de sobrevivéncia, 0 homem
identificou o leite como uma importante fonte nutricional, assim como seus principais
derivados, o queijo e a manteiga®. Porém, naquela época ndo se conhecia uma maneira
eficiente de conservacdo e, durante anos, o leite era consumido apenas por quem o
produzia. Apenas no século XIX, com o advento da ciéncia e das contribui¢fes das
pesquisas de Pasteur, houve a primeira técnica realmente eficiente para conservacdo de
alimentos. Essa técnica ficou conhecida como Pasteurizagdo, em homenagem ao seu

descobridor®,

Ainda no século XIX, Bunssen e Kirchhoff com seus experimentos em
espectroscopia e emissao atdbmica, puderam identificar metais através da coloracao da
chama em um queimador, atualmente denominado bico de Bunssen®. Isto, aliado ao
avanco da bromatologia, possibilitou-se que alimentos fossem caracterizados

quimicamente, através de uma determinada amostra.

Gragcas a esses e outros avancos cientificos e tecnoldgicos, hoje é possivel
determinar a quantidade de cada um de seus constituintes, bem como a importancia de

cada um deles para a nutricdo humana.

1.2. Composicao do leite bovino

Varios sdo os componentes do leite. O constituinte que se apresenta em maior
concentracdo é a 4gua, acima de 80 % m m™, como apresentado na Tabela 1. Os demais
constituintes encontram-se em porcentagens muito menores. A porcentagem de gordura

esta em torno de 3,9 % m m™, proteinas em torno de 3,3 % m m™ e os glicidios em



torno de 4,6 % m m™, sendo que todos estes componentes s&o sintetizados na glandula
mamaria (Tabela 1). Também existem pequenas quantidades de sais minerais, vitaminas

e enzimas.

A composicao média do leite bovino esté especificada na Tabela 1.

Tabela 1. Composicdo média do leite bovino.

Constituinte Teor (% mm™?) Variagdo (% m m™)
Agua 87,3 85,5-88,7

Lactose 4,6 3,8-5,3

Gordura 3,9 2,4-5,5

Proteinas 3,3 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 SILVA, P. H. F.%.

A &gua é o componente mais abundante no qual estdo em solucdo os demais
componentes. Alguns minerais encontram-se na forma de solugéo idnica, a lactose e a
albumina na forma de solucéo verdadeira, a caseina e os fosfatos no estado de dispersédo
coloidal e a gordura na forma de pequenos globulos, caracterizando o leite como uma
emulsdo. A cor branca do leite deve-se ao resultado da dispersdo da luz nas proteinas,
gorduras, fosfatos e citrato de célcio®.

A gordura é formada principalmente por triglicerideos, cujos globulos
encontram-se envoltos por uma membrana de natureza proteica. A principal proteina do
leite é a caseina, que é definida como uma substancia coloidal formada por vérias
submicelas, podendo sofrer coagulacéo por acdo de acidos e alcool. A lactose, que € um
dissacarideo de glicose e galactose, apresenta-se na fase aquosa do leite’.

O leite contém elevados teores de fosforo, potassio, sédio, calcio e magnésio e
baixos teores de ferro, aluminio, bromo, zinco e manganés, formando sais organicos e

inorganicos’, como apresentado na Tabela 2.



Tabela 2. Composicéo do leite bovino integral.

Constituinte Teor (mg/ 100 g)
Magnésio 10

Cloreto™ 104 29
Manganés 0-0,0050
Fosforo 82

Ferro 0-0,0050

Saédio 64

Potassio 133

Cobre 0,020

Zinco 0,40

Fonte: Tabela brasileira de composicéo de alimentos®

Existem alguns fatores que podem interferir e causar variagcdo na quantidade de
leite produzida e na sua composicdo. Esses fatores incluem: a espécie, a raca, a
fisiologia do animal, a alimentacdo, as estacfes do ano, doencas, periodo de lactacéo, e
até mesmo as fraudes e adulteragfes. A gordura € o componente que mais sofre variacao
em funcéo da alimentacéo, raca, estacdo do ano e periodo de lactacio®.

1.3. Fraudes em amostras de leite

A presenca de substancias estranhas a composi¢do normal do leite estéa ligada a
fraudes, que podem acontecer logo apés a ordenha até a fase de comercializacdo. Essas
substancias podem ser classificadas de acordo com a sua finalidade, podendo tratar-se
de conservantes, de substancias redutoras da acidez e de reconstituintes da densidade®.

Existem quatro tipos principais de fraudes que estdo descritas na Tabela abaixo.

Tabela 3. Principais fraudes encontradas no leite’.

Constituinte Fraude

Agua Aumento do volume
Bicarbonato de sodio Diminuicdo da acidez
Boratos, salicilatos e acido salicilico Mascarar o pH

Soro Aumento do volume




Behmer’ salientou que era mais simples verificar fraudes em produtos
industriais, quando comparado com a inspecdo das fraudes ocorridas em um produto
natural, como o leite. A justificativa da dificuldade de detectar fraudes nesta amostra
ocorreria devido a composicdo do leite variar com a alimentacdo e a raca do rebanho.
Porém, o autor explicou que conhecendo os valores médios de concentracdo dos
constituintes do leite, valores em desacordo a estes, poderiam ser fraudes. Uma das
fraudes descritas por Behmer’ foi efetuada para diminuir a acidez do leite, com a adicéo

de bicarbonato de sédio.

Segundo Lishbda & Bossolani? materiais indesejéveis ja foram encontrados no
leite para mascarar as fraudes. Relataram que amido e urina foram usados para manter a
densidade normal do leite, ap6s a adicdo de adgua a esta amostra. Afirmaram também
que formol, antibidticos, &cido borico e boratos e acido salicilico e salicilatos foram

usados para evitar a proliferagdo de microrganismos no leite.

A adicéo de boratos e salicilatos poderia provocar um aumento da concentracéo
de sodio no leite, porque podem ter sido usados boratos e salicilatos de sodio e potéassio,
que sdo sais sollveis em agua. Assim como também, o aumento de sodio no leite com o
uso de bicarbonato de sédio. Portanto, a determinacdo de sodio em leite também ¢é
relevante para identificar o uso de sais de sodio, como bicarbonato, borato e salicilato,
em fraudes nesta amostra. Entdo, determinar a concentracdo de Na em leite
possibilitaria uma avaliacdo indireta das fraudes com bicarbonato, borato e salicilato.
Em razdo deste tipo de fraude, poderia ser incluida nas avaliagdes laboratoriais de rotina

do leite a determinacgéo do teor de Na.

Um outro tipo de fraude ocorrida no Brasil é com a adi¢do de soro ao leite.
Mendes et al.® afirmaram que esta fraude com soro é muito comum, devido ao baixo
custo do soro do leite e porque o soro € um subproduto na producdo de queijos.
Desenvolveram um método usando cromatografia gasosa para identificar os tempos de
retencdo de acidos graxos no cromatograma de uma amostra de leite, comparando com

0 cromatograma de uma amostra de soro de leite.

Cassoli et al.® empregaram a espectrometria de infra-vermelho para avaliar a
adulteracdo de leite cru com sais e soro. Neste trabalho, foram adicionados,

separadamente, bicarbonato de sddio, citrato de sédio e soro ao leite, simulando uma



amostra adulterada. Em seguida, as amostras adulteradas foram analisadas por

espectrometria de infra-vermelho.

A adic&o de soro ao leite também aumentaria a quantidade de fons K* e ions Na*
nesta amostra, porque ions sodio e potéssio estdo presentes no leite na fase aquosa.
Portanto, a determinacdo de sodio e potassio também forneceria indicios deste outro

tipo de fraude.

Devido sua composicdo fisico-quimica e microbiologica, o leite € um
alimento altamente perecivel. Um dos cuidados, logo apds sua obtencdo, deve ser
submeté-lo, o mais rapido possivel, a algum processo que evite a multiplicacdo de

microrganismos nele existentes, como um tratamento térmico®.

1.4. Tratamentos térmicos do leite

Os processos de aquecimento sdo os mais utilizados na industria objetivando
aumentar a vida de prateleira de um produto, variando-se a temperatura e o tempo de
aquecimento. O calor empregado nesse tipo de tratamento promovera a destruicdo dos

microrganismos, inativando seus processos enzimaticos”.

A escolha do tratamento térmico a ser utilizado devera considerar a natureza do
produto e s6 serd efetivo em condigdes sanitarias adequadas e com equipamentos
proprios para esta finalidade®.

Dentre os tratamentos térmicos empregados para as amostras de leite estdo a
pasteurizacado e a esterilizacdo, também chamada de UHT (Ultra High Temperature) ou
UAT (Ultra Alta Temperatura).

Segundo o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade do Leite UAT do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, entende-se por leite UAT, o leite
homogeneizado que foi submetido, durante 2 a 4 s, a uma temperatura entre 130 °C a
150 °C, e que é imediatamente resfriado a uma temperatura inferior a 4 °C, e é envasado

sob condigdes assépticas em embalagens estéreis e hermeticamente fechadas™.

No processo de pasteurizagdo, o leite € aquecido, em trocadores de calor, em

temperaturas de 72 °C a 75 °C durante 15 a 20 s e imediatamente € resfriado a uma



temperatura igual ou menor do que 4 °C, e rapidamente é embalado. O objetivo da
pasteurizacdo é a destruicdo dos microrganismos patogénicos do leite, bem como da
maior parte da sua flora saprofita, preservando o produto por um periodo de tempo

maior®.

1.5. Leites pasteurizados comercializados no Brasil

Existem no Brasil dois tipos de leites pasteurizados, que foram classificados

quanto aos padrdes bacterianos™®.

a) Leite pasteurizado tipo A: limite bacteriano na contagem padréo de 5,0 x 10% a 1,0 x

10° UFC (unidade formadora de col6nia) mL™;

b ) Leite pasteurizado: limite bacteriano na contagem padrdo de 4,0 x 10* a 8,0 x 10*
UFC mL™.

O leite tipo A é o leite pasteurizado e envasado na propria granja leiteira, sendo
logo apos transportado direto para as prateleiras dos mercados. O acompanhamento do
gado leiteiro deve ser constante e com a supervisdo de um profissional especializado,
para evitar doencas que prejudiquem a qualidade do leite ordenhado. As exigéncias para
0 estabelecimento também sdo mais rigorosas, com laboratérios e camaras de
refrigeracdo bem estruturadas, para facilitar a higiene e a sanitizacéo do local™*.

O leite pasteurizado possui um processo de produgdo semelhante ao leite tipo A,
mas a pasteurizagdo e o envasamento podem ser realizados fora da Granja leiteira, onde
acontece a mistura com leites, do mesmo tipo, de outros produtores. Porém, devera ser
refrigerado na propriedade rural e transportado a granel, antes da pasteurizacdo.
Consequentemente, como o leite ainda ndo foi pasteurizado, poderia ocorrer a
proliferacdo dos microrganismos. O leite pasteurizado deve ser transportado sob
temperatura maxima de 4 °C, e levado ao comércio distribuidor através de veiculos
providos de isolamento térmico e com unidade frigorifica, para alcancar os pontos de

venda com temperatura n4o superior a 7 °C**.

O tratamento térmico pode alterar o teor de nutrientes de qualquer produto
alimenticio. Dependendo do tempo e da temperatura em que o leite é submetido, a

digestibilidade das proteinas serd& maior ou menor e também poderdo ocorrer



desnaturacdo e coagulacdo das proteinas e reacéo de Maillard®. No leite esterilizado, as
alteracbes no seu teor proteico serdo maiores quando comparadas com o leite

pasteurizado, devido as temperaturas mais altas em que este leite é submetido.

Assim, um dos objetivos desse trabalho foi auxiliar na divulgacdo da maior
qualidade do leite pasteurizado, quando comparado ao leite UAT e promover o0 aumento
do consumo do leite pasteurizado da regido de Dourados. O leite UAT € obtido em um
processo térmico de esterilizacdo. A esterilizacdo, ao mesmo tempo em que destroi 0s
microrganismos, destruird também vitaminas devido ao uso de elevadas temperaturas.
Além disso, sdo adicionados aditivos como trifosfato de sodio, difosfato de sodio,
monofosfato de sédio e citrato de sddio a essas amostras de leites esterilizados™?. Em

leites pasteurizados, ndo é permitida a utilizacdo de aditivos”.

A qualidade do leite é controlada pelos institutos de salde publica por meio de
testes especificos que envolvem a determinagdo da densidade, do teor de gordura, da
acidez, e da presenga de aditivos usados para a conservagdo ou de materiais estranhos
ao leite. Dessa maneira, é possivel identificar as possiveis fraudes e adulteracGes nos

leites comercializados.



2. Objetivos
2.1. Objetivo geral

Determinar as concentracdes de Na e K e efetuar analises fisico-quimicas em

amostras de leites pasteurizados da regido de Dourados.

2.2. Objetivos especificos

- Determinar K e Na usando a técnica de fotometria de chama;

- Determinar a acidez e o pH das amostras para avaliar a qualidade do leite
pasteurizado;

- Determinar a densidade das amostras dos leites pasteurizados da regido de
Dourados;

- Caracterizacdo de trés amostras de leites pasteurizados de Dourados: Produtor
A, Produtor B e Produtor C;

- Divulgacédo da maior qualidade do leite pasteurizado em relacao ao leite UAT,;

- Promover o aumento do consumo de leite pasteurizado na regido de Dourados.



3. Parte experimental

3.1. Reagentes e amostras

Os seguintes reagentes foram utilizados nos diversos experimentos conduzidos:
acido citrico (CgHgO7, Sigma - Aldrich, Duque de Caxias, RJ, Brasil), solucdo de
hidroxido de sddio (Alphatec), hidrogenoftalato de potassio (QM, Brasil), a amina
trishidroximetilaminometano (C4;H;1NO3, TRIS, Dinamica, Brasil), cloreto de potéassio
(Merck, Alemanha) e cloreto de sodio (Merck).

Trés amostras comerciais de leite integral e desnatado, todas produzidas pelo
processo de pasteurizacdo, foram empregadas.

Foram utilizados os gases ar e GLP (gés liquefeito de petréleo).

3.2. Instrumentacéo

Neste estudo foram empregados o fotdbmetro de chama para a determinacéo de K
e Na e um pHametro para as medidas de pH.

3.2.1. Fotdbmetro de chama

As medidas foram realizadas em fotdmetro de chama, MODELO Q398M2 da
marca QUIMIS (Diadema, SP, Brasil). O equipamento possui uma camara de
combustéo/atomizagdo, um filtro interno para cada analito e um sistema de controle de
ar e gas GLP com um dispositivo estabilizador de fluxo de gas, para assegurar a

operacdo do instrumento caso haja flutuacdes das fontes de ar/gas externas.

3.2.2. Medidas de pH

As medidas de pH foram feitas empregando-se um eletrodo de vidro combinado
da marca HANNA Instruments. O pHametro empregado foi do modelo pH 21 (Barueri,
SP, Brasil).
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3.3. Procedimentos experimentais

O procedimento experimental de determinagéo do pH, da acidez e da densidade
foi empregado conforme os métodos oficiais para a analise de alimentos de origem

animal do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento™.

3.3.1. Determinacéo da densidade das amostras de leite

O picndémetro foi previamente calibrado com &gua destilada. Pesou-se o
picndmetro vazio e anotou-se a sua massa. Em seguida, pesou-se o picnémetro
contendo o leite. As massas das amostras de leite foram obtidas descontando-se a massa
do picnémetro com leite, da massa do picnémetro vazio. Com os valores médios das
massas das amostras e com o volume real do picndmetro, obtido através da calibracao,

foi possivel calcular a densidade das respectivas amostras, em triplicata.

3.3.2. Determinacdo do pH das amostras de leite

A determinagdo do pH das amostras foi feita com um medidor de pH digital. A
calibracdo do eletrodo de vidro foi feita com as solu¢fes tampédo pH 4 e pH 7. Apds a

calibracdo, foram realizadas as medidas de pH das amostras de leite.

3.3.3. Determinacéo da acidez das amostras de leite

Apds o preparo da solucdo de NaOH, padronizou-se esta solugdo com o padréo
priméario biftalato de potassio, em uma titulacdo. Para a determinacdo da acidez, 10,0
mL de leite foram transferidos, com o auxilio de uma pipeta, para um erlenmeyer. As
amostras de leite foram tituladas com a solucdo padronizada de NaOH 0,1 mol L™ e a
solucdo indicadora fenolftaleina, até as amostras atingirem uma coloracéo ligeiramente

résea.

3.3.4. Determinacéao de K e Na em amostras de leite
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3.3.4.1. Preparo das amostras de leite em meio alcalino

As amostras de leite foram preparadas em meio alcalino, antes das medidas no
fotbmetro. O procedimento de preparo dessas amostras envolveu a diluicdo manual das
amostras com uma solugdo contendo trishidroximetilaminometano + &cido citrico (1,52
mol L™ + 0,05 mol L™). Este preparo em meio alcalino de amostras de leite foi
desenvolvido por Santos et al**.

A solucdo de TRIS com &cido citrico foi obtida misturando-se uma massa de
0,48 g de 4cido citrico & uma soluc&o da amina TRIS (0,18 g mL™). Com a adicéo do
acido, ocorreu a dissolugdo da amina formando-se uma solucéo limpida. O volume foi
ajustado em um baldo volumétrico para 50,0 mL com &gua destilada. Preparou-se uma
soluco diluida 20 % v v* da mistura de TRIS com &cido citrico, a partir da solucéo
concentrada (1,52 mol L™ + 0,05 mol L™?).

As amostras de leite foram diluidas com a solucéo de TRIS com &cido citrico 20
% v v, na proporcéo de 1:100 v v. Utilizou-se essa diluicdo das amostras de leite,
para que a concentracdo final de K e Na nas amostras ficassem dentro do intervalo
linear de medidas de concentragéo, no fotdmetro.

As concentracbes de K e Na foram determinadas usando a técnica de
espectroscopia de emissdo atbmica no equipamento de fotometria de chama. A
intensidade do sinal de emissdo dos analitos K e Na presentes nas amostras foram
comparados com a intensidade do sinal de emissdo das solugcfes de referéncia de K e
Na, medida nos comprimentos de onda de 766 nm e 589 nm, respectivamente.

3.3.4.2. Preparo das solucfes analiticas de referéncia de Na e K

Foram preparadas solugdes de referéncia de Na e K para a construcdo da curva
analitica. Os sais cloreto de sddio e cloreto de potassio foram previamente secos em
estufa a 110 °C, durante 2 h. As massas dos sais de sddio e potassio foram
respectivamente 2,542 g e 1,909 g dissolvidas separadamente em um volume de 1 L de
4gua destilada, obtendo-se uma soluc&o de 1000 mg L™ de Na e uma solugdo de 939,9
mg L™ de K. Em seguida, foram preparadas as solugdes de 100,0 mg L™ de Na e 103,3
mg L™* de K, a partir da diluicdo das respectivas solucdes de 1000 mg L™ de Na e
939,9 mg L? de K.
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Para a determinacdo de K e Na prepararam-se as solucdes de referéncia para a
obtencdo da curva analitica em meio de solugdo contendo 20 % v v de TRIS.

As seguintes solucdes de referéncia foram preparadas a partir da solucdo estoque
contendo 103,3 mg L™ de K:

1-1,03mg L*

2-2,06 mgL*

3-3,09mgL*

4-412mg L*?

5-6,18 mg L™

As seguintes solucdes de referéncia foram preparadas a partir da solucdo estoque
contendo 100,0 mg L™ de Na:

1-1,00 mg L™

2-2,00mg L™

3-4,00mg L™

4-500mg L™

5-6,00mg L™

Utilizou-se agua destilada como solucdo de limpeza entre sucessivas introdugdes
de diferentes amostras, no fotdmetro. Essa etapa de limpeza é necessaria para evitar o

entupimento do nebulizador.

3.3.5. Método de adicdo de analito para a determinacdo de K em amostras de leite

As amostras de leite foram diluidas na proporcéo de 1:500 v v' com uma
mistura de TRIS 20 % v v’ Em seguida, 20 mL dessa amostra diluida foram
transferidos para um baldo volumétrico de 50 mL, juntamente com cada um dos padrdes
citados abaixo e em seguida, completou-se o volume com &gua destilada. Sabendo-se

L-l 15, a

que a concentracdo média de K no leite é de aproximadamente 1400 mg
concentracdo final de K no volume de 20 mL da solugéo diluida de leite ficou em torno
de 1,12 mg L. Solucdes padrdes de K, previamente preparadas, foram usadas para a

construcdo da curva analitica, respeitando os limites de detec¢do e quantificacdo do
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fotbmetro de chama. Este procedimento foi efetuado com amostras de leite integral e
desnatado.

As seguintes solucdes de referéncia foram preparadas a partir da solucéo estoque
contendo 103,3 mg L™ de K mais 20 mL de leite diluido com a TRIS (1:500 v v'):

1-1,03mg LY K + 20 mL leite diluido/ 50 mL

2-2,06 mg L K + 20 mL leite diluido/ 50 mL

3-3,09mg Lt K + 20 mL leite diluido/ 50 mL

4-412mg Lt K + 20 mL leite diluido/ 50 mL

5-4,95mg L K + 20 mL leite diluido/ 50 mL

Utilizou-se agua destilada como solugdo de limpeza entre sucessivas introdugdes

de diferentes amostras, no fotdmetro.

3.3.6. Método de adicdo de analito para a determinacgdo de Na em amostras de leite

As amostras de leite foram diluidas na proporgdo de 1:200 v v* com uma
mistura de TRIS 20 % v v*. Em seguida, 20 mL dessa amostra diluida foram
transferidos para um baldo volumétrico de 50 mL e, completou-se o volume com agua
destilada. Sabendo-se que a concentracdo meédia de Na no leite é de aproximadamente
500 mg L™ ™, a concentracdo final de Na na amostra adotada foi de 1 mg L™. Solucdes
padrdes de Na e K, previamente preparadas, foram usadas para a constru¢do da curva
analitica, descrita abaixo. Este procedimento foi efetuado com amostras de leite integral
e desnatado.

As seguintes solucdes de referéncia foram preparadas a partir da solucdo estoque
contendo 100,0 mg L™ de Na mais 20 mL de leite diluido com a TRIS (1:200 v v'):
1-2,00 mg L™ + 20 mL leite diluido/ 50 mL
2-3,00mg L™ + 20 mL leite diluido/ 50 mL
3-4,00mg L™ + 20 mL leite diluido/ 50 mL
4-5,00mg L™ + 20 mL leite diluido/ 50 mL
5-6,00 mg L™ + 20 mL leite diluido/ 50 mL
Utilizou-se agua destilada como solugdo de limpeza entre sucessivas introdugdes

de diferentes amostras, no fotometro.
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4.1. Analises fisico-quimicas das amostras de leite
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Na tabela 4 estdo apresentados os resultados obtidos das andlises fisico-quimicas

realizadas.

Tabela 4. Andlises fisico-quimicas das amostras de leite

Amostras de leites Densidade pH Acidez
pasteurizados (gmL™) (% mv?
Produtor B integral 1,03 £ 0* 6,91 + 0,14* 0,129 + 0,10*
Produtor D integral 1,040 6,86 + 0,08 0,171 +0,15
tipo A desnatado 1,03+0 6,97 £ 0,05 0,152 £ 0,10
tipo A integral 1,03+£0 7,01 £0,14* 0,146 + 0,15
Legislacdo™ 1,02 -1,03 6,6 —6,8" 0,14-0,18

* média + desvio padrdo (n=3)

Os resultados obtidos de densidade, conforme a Tabela 2, estdo dentro da

variacdo aceita pela legislacdo brasileira, que estabeleceu que a densidade do leite

bovino poder4 variar de 1,023 a 1,040 g mL™ (20 °C)".

A determinacdo da densidade auxilia na descoberta de fraudes, principalmente a

adicdo de &gua em amostras de leite. O mascaramento deste tipo de adulteragdo é

efetuado com a adicdo de substancias que irdo aumentar o teor de sélidos do leite. Os

cloretos, por exemplo, sdo uns dos sais utilizados para esse fim, podendo entdo

aumentar a quantidade de ions sddio no leite. Porém, é importante destacar também que

vacas diagnosticadas com mastite podem apresentar um aumento na quantidade de

cloretos no leite, em funcdo da passagem de ions sodio e cloreto do sangue para a

glandula maméria inflamada®. Por essa razdo, um elevado teor de cloretos por si s6 ndo

caracteriza uma adulteragéo.
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O pH do leite bovino varia entre 6,6 a 6,8 a 20 °C*. Os resultados obtidos de pH
estdo ligeiramente acima dos valores de pH de um leite adequado para consumo, de
acordo com a Tabela 2.

O leite proveniente de animais com mastite é levemente alcalino, podendo
atingir um valor de pH de 7,5%. Portanto, o pH é um parametro que também pode ser

usado para avaliar as condicdes de sanidade do rebanho.

O desenvolvimento da acidez do leite deve-se, principalmente, a degradacéo da
lactose em acido latico, pela acdo de microrganismos. Portanto, um leite com acidez
muito alta pode indicar uma contaminagdo por microrganismos, tornando o produto
improprio para o consumo. O resultado obtido da acidez pode ser um indicador das
condicdes de higiene e de refrigeracdo do leite, desde a ordenha até a chegada dessa

amostra ao mercado consumidor.

A acidez natural do leite varia entre 0,13 a 0,17 % m v™*, expressa como &cido

latico, de acordo com Silva et al.

Para mascarar a acidez, substancias alcalinas ja foram adicionadas ao leite, o que
também caracteriza uma fraude. Os sais que ja foram utilizados sdo bicarbonato de
sodio e carbonato de sodio para mascarar essa fraude, dessa forma podendo aumentar
mais uma vez a concentracdo de ions sédio no leite. Portanto, a determinacdo da
concentracdo de ions sddio em leite poderia também ser um instrumento auxiliar nas

investigacOes dessa adulteragéo.
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4.2. Validacédo dos métodos de determinacéo de K e Na em leite

A interferéncia da matriz da amostra foi avaliada na determinacdo de K e Na
usando o método de adicao de analito, para amostras de leites integrais e desnatados. As
medidas foram realizadas em triplicata. Variou-se a concentracdo dos analitos e
manteve-se fixo o volume adicionado de leite. Foram adicionadas, separadamente,
solucdes de referéncia de K e Na de 1,00 mg L™ a 6,00 mg L™ a 20 mL de amostras de
leites pasteurizados diluidas, previamente. As amostras de leite foram diluidas na
proporcéo de 1:500 v v para a determinacéo de K e 1:200 v v*' para a determinacéo de
Na.

As concentragdes de K e Na nas amostras de leite foram calculadas com a
extrapolacdo da curva analitica, empregando-se as equagfes obtidas para cada uma das
curvas apresentadas abaixo. As curvas analiticas obedeceram a Lei de Beer no intervalo

em estudo.

4.2.1. Método de adicdo de analito para a determinacdo de K em leite

Na Figura 1 estd apresentada a curva obtida com o método de adi¢do de
analito para a determinacdo de K em leite integral. A curva analitica obtida apresentou
regressao linear (r = 0,9968) para as concentracdes analisadas, comprovando que nao
houve interferéncia da matriz da amostra. Obteve-se com a respectiva equagao: y =
80,722 + 84,192 x [K], um valor recuperado de 1,20x10° mg L™ de K em leite integral.
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Figura 1. Curva de adicdo de analito para a determinagdo de K em amostra de
leite pasteurizado integral.

Na Figura 2 esta apresentada a curva obtida com o método de adi¢do de analito
para a determinacdo de K em leite desnatado. A curva analitica obtida apresentou
regressdo linear (r = 0,9957) para as concentracdes analisadas, com a respectiva
equacdo: y = 93,965 + 75,998 x [K], obtendo-se o valor recuperado de 1,54 x10° mg L
de K em leite desnatado.
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500

400 y = 75,998x + 93,965
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300

Sinal mV)

200

0 1 2 3 4 > ¢
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Figura 2. Curva de adicdo de analito para a determinacdo de K em amostras de
leite pasteurizado desnatado.
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Os valores dos coeficientes angulares das curvas de adi¢do de analito para a
determinacdo de K em amostras de leite integral e desnatado foram similares, como
pode ser observado nas Figuras 1 e 2, respectivamente.

4.2.2. Método de adicéo de analito para a determinacao de Na em leite

A curva obtida com o método de adicdo de analito para a determinacao
de Na em leite integral esta apresentada na Figura 3. A curva analitica obtida apresentou
regressdo linear (r = 0,9872) para as concentragdes analisadas. Obteve-se com a
respectiva equacdo: y = 9,9048 + 9,5286 x [Na], um valor recuperado de 520 mg L™ de
Na em leite integral.

80,00
[ ]
60,00 |
—
>
=
~— 40,00 |
«
=
n y = 9,5286x + 9,9048
20,00 R2 =0,9872
[
0,00
0 1 2 3 4 5 6 7

Concentracao de Na (mg L?)

Figura 3. Curva de adicdo de analito para a determinacdo de Na em amostra de
leite pasteurizado integral.

Na Figura 4 esta apresentada a curva obtida com o método de adi¢do de
analito para a determinacdo de Na em leite desnatado. A curva analitica obtida
apresentou regressao linear (r = 0,9937) para as concentragdes analisadas. Obteve-se
com a respectiva equacao: y = 9,9048 + 10,329 x [Na], um valor recuperado de 480 mg
L™ de Na em leite desnatado.
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Figura 4. Curva de adicdo de analito para a determinacdo de Na em amostra de

leite pasteurizado desnatado.

Os valores dos coeficientes angulares das curvas de adi¢do de analito para a
determinacdo de Na em amostras de leite integral e desnatado foram similares com os
padrdes da curva analitica, como pode ser observado na Tabela 5, assim como também
na determinacdo de K (Tabela 6). Isso indica que ndo houve interferéncia dos demais

constituintes do leite, ou seja, ndo houve efeito de matriz.

Tabela 5. Coeficientes angulares da determinagéo de Na.

Coeficiente angular

Adicéo de analito em leite integral 9,53
Adicéo de analito em leite desnatado 10,3
Curva analitica 9,89

Tabela 6. Coeficientes angulares da determinacgéo de K.

Coeficiente angular

Adicéo de analito em leite integral 84,2
Adicéo de analito em leite desnatado 76,0

Curva analitica 81,1
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4.3. Determinacéo de K e Na em amostras de leites pasteurizados

Apbs o preparo das amostras de leite em meio alcalino, K e Na foram
determinados por emissdo atdmica em chama. Na Tabela 3 estdo apresentados os
resultados obtidos das concentracdes de K e Na em amostras de leites pasteurizados

integrais e desnatados, do municipio de Dourados.

Tabela 7. Concentracéo de K e Na em amostras de leites pasteurizados

Amostras Na K

de leite * (mg LY (mg LY
Produtor B 560 + 20,0** 1,37x10° + 45,8**
Produtor C 430+ 10,0 1,42x10° + 58,6
tipo A desnatado 520 £ 10,0 1,48x10° + 60,8
tipo A integral 493 + 56,9 1,33x10° + 94,5

** média * desvio padrdo (n=3)

* 1 mL de leite para 100 mL de solucdo de TRIS 20 % v v,

Foram obtidos desvios padrdes relativos inferiores a 5% nas concentracOes de
Na e K das amostras do Produtor B, C e tipo A desnatado, como apresentado na Tabela
acima. Além disso, os valores determinados foram concordantes com as concentracdes
encontradas na literatura, de 1,40x10° + 35,8 mg L™ de K e 580 + 10,0 mg L™ de Na em
amostra de leite bovino, com uma variagdo de 1,13x10% a 1,71x10°mg L™ de K e 470 a
770 mg L™ de Na®.

Em uma sessdo ininterrupta de trabalho de 8 h introduzindo amostras de leite
diluidas somente com agua no fotdmetro de chama, poderia provocar o entupimento do
nebulizador com particulas de gordura. Esse entupimento poderia ocorrer ainda que uma
consideravel diluicdo de 1:100 v v das amostras de leite tenham sido efetuadas com
agua. Portanto, foi necessario o preparo em meio alcalino das amostras de leite, e ndo

somente uma diluigdo com agua.
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5. Conclusédo

A proposta deste trabalho teve como objetivo avaliar as concentracGes de Na e K
em leites pasteurizados da regido de Dourados, bem como propagar uma maior fonte de
conhecimento e informacgdes a cerca da qualidade nutricional de leites comercializados
submetidos ao processo de pasteurizacdo. As amostras de leite apresentaram um teor de
Na e K dentro dos padrdes exigidos pela legislacao brasileira, assim como os valores de
pH, acidez e densidade. Portanto, os valores encontrados de pH, acidez, densidade e de
concentracdo de Na K ndo foram indicativos de fraude.

O preparo de amostra com a TRIS mostrou-se eficiente para as analises
instrumentais, apresentando baixo custo e tempo reduzido de preparo, podendo ser

aplicado em andlises rotineiras em laboratorio.



22

6. Referéncias Bibliograficas

1. SILVA, P.H.F. Leite: Aspectos de Composicdo e Propriedades. Quim. Nova na
Escola, n. 6, p. 3-5, nov.1997.

2. LISBOA, J. C. F; BOSSOLANI, M. Tipos de leite, Substancias estranhas e obtencio
de plastico. Quim. Nova na Escola, n. 6, p. 30-32, nov.1997.

3. LEITE, Z. T. C; VAITSMAN, D. S; DUTRA, P. B. Leite e alguns de seus derivados
— da antiguidade a atualidade. Quim. Nova, v. 29, n. 4, p. 876-880, 2006.

4. OKOMURA, F; CAVALHEIRO, E. T. G. Experimentos simples usando fotometria
de chama para ensino de principios de espectrometria atbmica em cursos de quimica
analitica. Quim. Nova, Sao Carlos, v. 27, n. 5, p. 832-836, jun. 2004.

5. TRONCO, V. M. Manual de Inspe¢do da Qualidade do Leite. 5% ed., Santa Maria:
Editora UFSM, p. 17-37, 57-72, 2008.

6. Disponivel em: http://www.crnl.org.br/wpcontent/uploads/2015/04/taco.pdf?x53725.
Acesso em: 30 jul. 2018.

7. BEHMER, M. L. A. Tecnologia do Leite. 152 ed., Sdo Paulo: Nobel, p. 89, 1987.

8. MENDES, T. de O; PORTO, B. L. S; BELL, M. J. V; PERRONE, I. T; DE
OLIVEIRA, M. A. L. Capillary zone electrophoresis for fatty acids with chemometrics
for the determination of milk adulteration by whey addition. Food Chemistry, v. 213, p.
647-653, 2016.

9. CASSOLI, L. D; SARTORI, B. ZAMPAR, A; MACHADO, P. F. An assessment of
Fourier Transform Infrared spectroscopy to identify adulterated raw milk in Brazil.
International Journal of Dairy Technology, v. 64, n. 4, p. 480-485, nov. 2011.

10. BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Gabinete do
Ministro. Instrucdo Normativa N° 62, de 29 de dezembro de 2011. Aprova
Regulamentos Teécnicos de Producéo, Identidade e Qualidade do Leite tipo A, Leite Cru
Refrigerado, Leite Pasteurizado e o Regulamento Técnico da Coleta de Leite Cru
Refrigerado e seu Transporte a Granel. Diario Oficial [da] RepUblica Federativa do
Brasil, Brasilia, se¢éo 1, n.251, p.6, 30 dez. 2011.


http://www.crn1.org.br/wpcontent/uploads/2015/04/taco.pdf?x53725
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814616310573#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814616310573#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814616310573#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814616310573#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814616310573#!

23

11. BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Gabinete do
Ministro. Gabinete do Ministro. Instru¢gdo Normativa N° 17, de 9 de abril de 2018. Art.
1° Ficam aprovados os Regulamentos Técnicos que fixam a identidade e as
caracteristicas de qualidade que devem apresentar o leite cru refrigerado, o leite
pasteurizado e o leite tipo A na forma desta Instrucdo Normativa e do seu Anexo.

Diéario Oficial [da] Republica Federativa do Brasil, Brasilia, secdo 1, n. 80, p. 17, 26
abri. 2018.

12. Disponivel em: https://www.paodeacucar.com/produto/272188/leite-longa-vida-
desnatado-paulista-garrafa-1-litro. Acesso em: 18 jul. 2018.

13. Disponivel em: http://www.agricultura.gov.br/assuntos/laboratorios/legislacoes-e-
metodos/poa/Manualdemtodosoficiaisparaanlisedealimentosdeorigemanimal2017.pdf.
Acesso em: 31 jul. 2018.

14. SANTOS, D. M; NOGUEIRA, A. R. A; NEVES, E. A; CAVALHEIRO, E. T. G;
NOBREGA, J. A. Anélise quimica inorganica de leite e simulacio do reagente CFA-C.

Eclét. Quim., Sdo Paulo, v. 27, n. esp., 2002.

15. JENSEN, R. G., ed. Handbook of Milk Composition. New York, Academic Press,
1995.


http://www.agricultura.gov.br/assuntos/laboratorios/legislacoes-e-metodos/poa/Manualdemtodosoficiaisparaanlisedealimentosdeorigemanimal2017.pdf
http://www.agricultura.gov.br/assuntos/laboratorios/legislacoes-e-metodos/poa/Manualdemtodosoficiaisparaanlisedealimentosdeorigemanimal2017.pdf

