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RESUMO

Compararam-se a espectroscopia de ultra-som (US) e os métodos tradicionais (MT) utilizados para a
determinagdo de caracteristicas fisico-quimicas do leite e estimaram-se as correlagdes entre esses métodos
e suas acuracias. As caracteristicas densidade, extrato seco desengordurado (ESD), teor de proteinas e
teor de gordura foram determinadas em 65 amostras de leite cru por ambos os métodos. As densidades
médias determinadas pelo US e pelos MT nao diferiram entre si (P=0,14), e a correlagdo encontrada entre
os dois métodos para a determinagdo da densidade ndo foi significativa (P= 0,08). Os teores médios de
ESD, proteina e gordura encontrados pelo US e pelos MT foram diferentes (P=0,04, P<0,0001 e
P<0,0001, respectivamente), as correlagdes entre os dois métodos utilizados para a analise dessas
caracteristicas foram positivas e significativas (r=0,0109, r=0,0007, r= <0,0001, respectivamente) e as
acuracias dos métodos para essas determinagdes foram de 0,160, 0,062 e 0,145, respectivamente. Foi
determinada a equacdo de regressdo linear, que associa o teor de gordura obtido no método de
espectroscopia de ultra-som ao do método butirométrico, que apresentou coeficiente de determinagdo de
0,5936.
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ABSTRACT

The ultrasonic spectroscopy (US) and the traditional methods (TM) used for the measurement of milk
physical-chemical characteristics were studied and the correlations between these methodologies and
their accuracies were estimated. Milk density, solids-non-fat (SNF), protein and fat contents were
determined in 65 raw milk samples by both methods. Means of density determined by US and TM did not
differ (P=0.14), although no significant correlation was found (P=0.08) between the methods used for the
determination of this characteristic. Means of SNF, protein and fat contents determined by US and TM
differed (P=0.04, P<0.0001 and P<0.0001, respectively). Correlations between both methods used for
the analysis of these characteristics were positive and significant (r=0.0109, r=0.0007 and r= <0.0001,
respectively), and the accuracies of the methods for these analysis were 0.160, 0.062 and 0.145,
respectively. The regression equation of US results on TM for fat content showed a coefficient of
determination of 0.5936.
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INTRODUCAO

A Instrugdo Normativa n® 51 (NI 51) do
Ministério da  Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento - MAPA  (Brasil, 2002)
estabelece os novos padroes de identidade e
qualidade para os diferentes tipos de leite
comercializados no Brasil. De acordo com a IN
51, todo leite cru produzido no Brasil devera ter
sua qualidade monitorada, sendo a freqiiéncia
das analises, as caracteristicas a serem avaliadas
e os padrdes normais estipulados para cada tipo
de leite. Esse monitoramento ja vem sendo
realizado por laboratorios oficiais credenciados
junto ao MAPA, os quais se encontram
equipados para a  determinagdo  das
caracteristicas de qualidade exigidas pela
legislagdo. Paralelamente, os estabelecimentos
beneficiadores de leite também realizam o
controle de qualidade do Ileite de seus
fornecedores como forma de avaliar o
atendimento aos padrdes de composi¢do e
higiene preconizados pela legislagdo e,
conseqiientemente, assegurar ao consumidor um
produto de qualidade, sob os aspectos fisico-
quimicos e microbiologicos. Também, por meio
de agdes de controle de qualidade da matéria-
prima, torna-se possivel ao laticinio estabelecer
um sistema de pagamento diferenciado ao
produtor como forma de incentivo a producédo de
leite de qualidade. No entanto, para atender a
essa legislagdo, o nimero de amostras a serem
analisadas nos estabelecimentos beneficiadores
bem como a freqiiéncia da realizacdo das
analises tendem a aumentar, tornando imperativa
a utilizagdo de métodos analiticos que expressem
resultados seguros em curto espago de tempo.

Em paises desenvolvidos, a remuneragdo ao
produtor baseia-se na qualidade do leite. Desse
modo, houve a necessidade de aperfeicoar os
métodos de analise, o que produziu uma
investigagdo dirigida a criacdo de procedimentos
analiticos automatizados, mais rapidos e
adequados para o trabalho em série (Buckin et
al., 2003). Os equipamentos desenvolvidos para
essa finalidade vém, agora, atender a nova
demanda verificada no Brasil.

A tecnologia ultra-sonica foi desenvolvida a
partir do principio fundamental de que a matéria
¢ capaz de absorver o som, atenuando-o ou
alterando sua velocidade. A partir dai, a
espectroscopia ultra-sdnica expandiu sua faixa de
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aplicagdo, até chegar a caracterizagdo de
misturas fisicas e quimicas (Kinsler et al., 1982;
O'Driscoll et al.,, 2003). De acordo com
Gunasekaran e Ay (1994), as primeiras
referéncias a respeito do uso de ultra-som na
indastria de alimentos datam de 1961, com a
aplicagdo do método para a medida de so6lidos
ndo gordurosos e gordura do leite.

O uso de técnicas espectroscopicas para a analise
dos componentes do leite ¢ uma ferramenta
importante por fornecer, em tempo reduzido,
informagdes uteis para os produtores de leite, que
podem utiliza-las para detectar problemas de
manejo nutricional e, assim, aumentar a
eficiéncia produtiva dos rebanhos (Tsenkova et
al., 2000). O uso dessas técnicas é, também, de
fundamental importancia para 0s
estabelecimentos beneficiadores de leite, que
podem definir o destino a ser dado ao leite,
subsidiar o pagamento diferenciado ao produtor
com base na qualidade ¢ assegurar que seu
produto esteja adequado as normas de
composicao de leite exigidas pela legislagao.

A espectroscopia de ultra-som baseia-se no
principio fisico de que o movimento de qualquer
onda ¢ afetado pelo meio por onde ela estd se
propagando (Nelligan, 2003). Dessa forma, a
propagacdo das ondas sonoras em um
determinado meio fornece informagdes sobre ele
pela analise da transmissdo ou da reflexdo dos
sinais gerados (Bhardwaj, 2002). Essa técnica
emprega ondas sonoras de alta freqiiéncia que
imprimem forgas intermoleculares aos materiais
em teste. As oscilagdes de compressdo ou
descompressdo das ondas ultra-sonicas causam
oscilagdes no arranjo molecular da amostra, que
responde com forcas de atragdo ou repulsdo
intermoleculares (Buckin et al., 2003). As
amplitudes de deformagdo nas ondas ultra-
sonicas empregadas na determinagdo sdo
extremamente pequenas, tornando a técnica ndo
destrutiva, o que representa uma oportunidade
unica na caracteriza¢dao de produtos alimenticios
de base liquida, incluindo amostras opacas como
o leite (Buckin et al., 2003; Dukhin et al., 2003;
Nelligan, 2003).

A IN 51 (Brasil, 2002) estabelece as
caracteristicas fisico-quimicas a serem avaliadas
no leite cru destinado ao processamento, bem
como os métodos de referéncia para a analise de
cada um deles. A IN 51 estabelece, também, que
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tais métodos poderdo ser substituidos por outros
métodos de controle operacional, desde que
sejam conhecidos seus desvios e correlagdes em
relacdo aos respectivos métodos de referéncia.

A literatura nacional carece de informacdes a
respeito da correlagdo entre os métodos
tradicionalmente utilizados na determinacdo de
componentes fisico-quimicos do leite e a
espectroscopia acustica.

Este trabalho teve como objetivos comparar as
metodologias tradicionais e a espectroscopia de
ultra-som para a avaliagdo das caracteristicas do
leite (densidade, gordura, proteinas e extrato seco
desengordurado) e estimar a correlagcdes entre
elas e suas acuracias.

MATERIAL E METODOS

Entre outubro de 2004 ¢ junho de 2005,
coletaram-se 65 amostras de leite cru,
provenientes de propriedades integrantes da
Cooperativa de Laticinios Campezina (Penapolis,
SP). Depois de adequada agitagdo, as amostras
foram coletadas diretamente dos tanques de
expansdo  localizados  nas  propriedades
produtoras e transportadas em recipientes
isotérmicos até o laboratorio de controle de
qualidade do laticinio, onde foram realizadas as
determinagdes de densidade a 15°C, gordura,
proteinas e extrato seco desengordurado (ESD),
em analisador ultra-sénico' (US), calibrado para
a andlise de leite de vaca. As determinagdes
foram realizadas em duplicata, em temperatura
ambiente, utilizando-se 5ml de cada uma das
amostras, em temperatura entre 15 e 20°C.

Apds esse procedimento, as amostras foram
imediatamente transportadas, em recipientes
isotérmicos, ao Laboratorio de Analise de
Alimentos do Curso de Medicina Veterinaria da
Unesp — Aragatuba, SP -, onde foram analisadas
por meio de técnicas analiticas tradicionais
(MT): a densidade, a 15°C, foi determinada
utilizando-se termolactodensimetro de
Quennéve, com as amostras entre 10 e 20°C
(Laboratério..., 1981); a porcentagem de gordura
foi determinada pelo método butirométrico de
Gerber (International..., 1991); o teor de
proteinas foi determinado por meio da técnica de
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micro-Kjeldahl (International..., 1993),
multiplicando-se o teor de nitrogénio encontrado
pelo fator de conversao 6,38; o ESD foi
calculado a partir da subtragdo da porcentagem
de gordura do valor de extrato seco total (EST);
o EST foi determinado indiretamente com o
auxilio de disco de Ackermann, a partir dos
valores obtidos para porcentagem de gordura e
densidade a 15°C (Laboratorio..., 1981).

A comparagdo entre os valores de densidade,
ESD, proteinas e gordura foi realizada por meio
do teste t para amostras pareadas, correlagdo e
regressdo linear (Zar, 1984), utilizando-se o
programa SAS (Statistical..., 1992). O nivel de
significancia adotado foi de 5%. A acuracia dos
métodos foi estimada pelo erro-padrio residual
(s(y,x)), conforme recomendado por IDF
(International...,1999).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nao houve diferenga significativa (P=0,4) entre
as densidades médias obtidas pelo US e pelo MT
(Tab.1). A correlagdo entre os métodos avaliados
nao foi significativa (P=0,0804), e o coeficiente
de correlagdo encontrado entre eles foi de 0,225.
A determinagdo dessa variavel pelo método
tradicional é passivel de erros, pois depende da
interpretacdo visual do analista, da calibragdao do
termolactodensimetro e da corregdo do valor
encontrado para a temperatura padrdo de 15°C.
Esses fatores podem ter contribuido para a ndo-
significancia da correlagdo entre US e MT. A
espectroscopia  ultra-sdnica  baseia-se  na
avaliagdo do comportamento de determinados
parametros das ondas sonoras de alta freqiiéncia
ao se propagarem através de uma amostra
(Bhardwaj, 2002; Dukhin et al., 2003). A
velocidade do som ¢, geralmente, o parametro
ultra-soénico mais facilmente medido e, por isso,
empregado na maioria dos equipamentos ultra-
sonicos  (Nelligan, 2003). No caso da
espectroscopia ultra-sonica, a densidade do leite
estd diretamente relacionada a medida da
velocidade ultra-sonica, parametro extremamente
sensivel a organizagdo molecular e as interagdes
intermoleculares da amostra, fornecendo, assim,
informagdes  bastante  seguras sobre a
concentragdo dos componentes (Buckin et al.,
2003; Nelligan, 2003).
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Tabela 1. Médias (X ), desvios-padrdo (s) e coeficientes de correlacdo (r) da densidade, extrato seco
desengordurado (ESD), proteina e gordura, analisadas por espectroscopia ultra-sénica (US) e pelos
métodos tradicionais (MT), e niveis descritivos dos testes t pareados (P') e das correlagdes lineares (P?)

Variavel US (X +s) MT (X +s) P R p?

Densidade  1,03240,001 1,032+0,001 0,1398 0,225 0,0804
ESD 9,017+0,168 8,96540,172 0,0448 0,324 0,0109
Proteina 3,24140,069 3,096+0,207 <0,0001 0,444 0,0007
Gordura 3,437+0,225 3,547+0,303 <0,0001 0,770 <0,0001

A determinag@o do extrato seco desengordurado
do leite fornece informagdes a respeito da pratica
de aguagem (Fagundes, 1997). Os valores de
ESD médios encontrados foram diferentes
(P=0,04), porém a correlagdo entre os métodos
avaliados foi significativa (P<0,05), com
coeficiente de correlagdo de 0,324 (Tab. 1) e
acuracia de 0,160. Convém lembrar que, para a
determina¢do do ESD pelo MT, ¢ necessaria a
determinag@o prévia do EST que, por sua vez,
depende dos valores de densidade e porcentagem
de gordura. Portanto, qualquer erro na
determinag@o dessas variaveis pelos MT levara,
diretamente, a erros nos valores de ESD, o que
pode justificar as diferengas estatisticas nas
médias dos resultados encontrados para os dois
métodos.

O conhecimento do teor de proteinas no leite
fornece informagdes sobre parametros
nutricionais € metabolicos, além de constituir um
dado fundamental para a produg@o de derivados
(Amiot, 1991; Spreer, 1991; Tsenkova et al.,
2000; Fonseca e Santos, 2001). Os teores médios
de proteinas diferiram (P<0,001) entre os dois
métodos de analise estudados, provavelmente por
influéncia da avaliacdo subjetiva realizada
durante a etapa de titulagdo na técnica de
determinag¢do de proteinas pelo MT, quando o
ponto final da reacédo se baseia na visualizagdo da
mudanca de cor do indicador pelo analista. Esse
mesmo fator pode justificar, também, o maior
desvio-padrdo encontrado para o MT na
determinag@o de proteinas, em comparagdo com
o US. A correlagdo entre os métodos avaliados
foi significativa (P=0,1), com coeficiente de
correlagdo de 0,444 (Tab. 1) e acuracia de 0,062.
O método de Kjeldahl mede a concentracdo de
nitrogénio orgénico total da amostra, sendo,
posteriormente, convertido para concentracdo de
proteinas. Isso significa que o nitrogénio
proveniente de fontes nao-protéicas, tais como
acidos  nucléicos, alcaldides, porfirinas,
pigmentos, lipideos e carboidratos nitrogenados,
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também entra no computo de proteina total
(Cecchi, 2003). Porém, no caso do leite, esses
compostos nitrogenados ndo-protéicos estdo
ausentes ou presentes em concentragdes
insignificantes, o que torna o método bastante
apropriado para a estimativa do conteudo

protéico. Tem-se  como  inconveniente,
entretanto, o fato de ser uma técnica laboriosa e
demorada, além de requerer manipulagdo

especializada, equipamentos e vidrarias proprios,
geralmente onerosos, ¢ de consumir acidos e
base, gerando residuos quimicos laboratoriais em
grande quantidade. Na espectroscopia de ultra-
som, a concentragdo de coloides € determinada a
partir da avaliacdo dos distirbios mecanicos
provocados pelas ondas sonoras ao passar pela
amostra, sendo recomendada por pesquisadores
da area para a analise de proteinas em leite e
derivados (Miles et al. 1990; Buckin et al.,
2003).

A porcentagem de gordura presente no leite pode
fornecer informacgdes a respeito da pratica de
desnatamento, além de permitir a avaliagdo
nutricional da dieta fornecida ao rebanho, o
metabolismo dos animais na conversdo da dieta e
a avaliacdo do manejo da ordenha. (Amiot, 1991;
Spreer, 1991; Tsenkova et al., 2000; Fonseca e
Santos, 2001). Além disso, essa informagao
também serve como base para pagamento aos
produtores em  alguns  estabelecimentos
beneficiadores de leite. Pelos dados apresentados
na Tab.1, verifica-se que a correlagdo entre US e
MT para a porcentagem de gordura (r=0,770) foi
elevada (P<0,001), com alto coeficiente de
correlagdo e acuracia de 0,145. As médias
encontradas para essa variavel diferiram
(P<0,001) entre os dois métodos estudados. A
determinagdo da gordura em leite pelo MT
envolve uma reagdo de hidrélise acida para
separar proteinas e carboidratos ligados aos
globulos de gordura (Cecchi, 2003). A técnica
analitica do MT utiliza 4cido sulftrico e alcool
amilico, gerando um residuo quimico que requer
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descarte apropriado, nem sempre possivel de ser
realizado nos laboratérios de controle de
qualidade. E também técnica destrutiva e requer
equipamento e vidrarias especificos. Outro
pardmetro medido na espectroscopia de ultra-
som, a atenuagdo, ¢ determinado pela dispersdo
de ondas ultra-sonicas em amostras ndo-
homogéneas, tais como emulsdes e suspensdes, €
estd diretamente envolvido na analise da
concentrag@o da gordura do leite por esse método
(Bhardwaj, 2002; Buckin, et al., 2003; Dukhin et
al., 2003). Miles et al. (1990) pesquisaram a
atenuacdo provocada pela fragdo gordurosa em
leite integral submetido a diferentes pressdes
durante a operagdo de homogeneizacdo e em

leite desnatado e verificaram que a atenuagdo do
ultra-som depende ndo somente da concentragido
de lipideos, como também do grau de
homogeneizagdo, em razdo de perdas térmicas
resultantes da transferéncia de calor do meio
aquoso para os globulos de gordura e vice-versa.

Na Fig. 1 sdo apresentados a dispersdo, a
equacdo de regressdo e o respectivo coeficiente
de determinacdo para porcentagem de gordura,
obtidos pela espectroscopia de ultra-som e pelo
método  tradicional. O  coeficiente  de
determinagdo encontrado para essa variavel
indica que 59,4% da variabilidade do US ¢
explicada pelo MT.
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Figura 1. Diagrama de dispersdo da porcentagem de gordura entre a espectroscopia de ultra-som (US) e a
metodologia tradicional (MT) com representagdo da reta de regressdo e coeficiente de determinagao.

Embora uma discussdo mais aprofundada sobre o
assunto esteja inviabilizada em razao da falta de
estudos na literatura a respeito da comparagdo
entre a espectroscopia de ultra-som e os métodos
tradicionais na determinac¢do de caracteristicas
fisico-quimicas do leite, diversos autores relatam
que a analise ultra-sonica em leite e derivados é
bastante util em fornecer informagdes sobre a
composi¢do e a estrutura dos componentes
fisico-quimicos, importantes para o controle do
processamento e da qualidade (Miles et al., 1990;
Buckin et al., 2003; Dukhin et al.,, 2003;
Nelligan, 2003).

Convém salientar que, em termos operacionais, a
analise fisico-quimica do leite por espectroscopia
de ultra-som apresenta vantagens sobre os
métodos tradicionais por dispensar o preparo das
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amostras, utilizar volumes minimos das amostras
em estado intacto, dispensar o uso de reagentes
quimicos e vidrarias especificos e por fornecer o
resultado em poucos minutos. Os resultados
apresentados fornecem subsidios para a tomada
de decisdes por parte de estabelecimentos
beneficiadores e oOrgdos regulamentadores e
fiscalizadores de leite e derivados no
direcionamento da escolha dos métodos de
controle de qualidade a serem praticados.
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