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RESUMO

Foi investigado o emprego potencial da avaliagao do teor de acido latico nos leites in
natura e UHT como indicador de qualidade e sua relagcdo com a acidez titulavel. O
desempenho de métodos oficiais para detectar e determinar a adulteracdo do leite
por adicdo de neutralizantes também foi avaliado. O desempenho dos métodos
qualitativos do acido rosodlico e da fenolftaleina foi verificado pela avaliagdo das
taxas de resultados falsos positivos, seletividade, sensibilidade, confiabilidade,
regido de perda de confiabilidade, limite de detecc&o, acordancia e concordancia. Os
métodos quantitativos de alcalinidade das cinzas, cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detecgdo por ultravioleta e arranjo de fotodiodos para determinar
acidos organicos, e reflectometria para analise de acido latico foram avaliados pela
seletividade, linearidade, limites de deteccdo e quantificagdo, veracidade,
repetibilidade e precisao intermediaria. Os métodos cromatografico e reflectométrico
foram aplicados em amostras de leite in natura e UHT, coletadas nas regides sul,
sudeste e nordeste do Brasil. Os métodos oficiais apresentaram desempenho
insatisfatério. Somente foi possivel detectar a presenca de neutralizantes da acidez
no leite em niveis elevados (0,050 g/100 mL de hidréxido de sédio; 0,300 g/100 mL
de bicarbonato de sodio e maior que 0,080 g/100 mL de carbonato de sédio), para
0s quais a acidez titulavel ja havia extrapolado os limites inferiores previstos na
legislacdo. Falta de seletividade na presencga de estabilizantes utilizados em leite
UHT também foi observada no método de alcalinidade das cinzas. Os métodos
cromatografico e reflectométrico para a quantificagdo do acido latico foram
considerados adequados ao proposito de uso e apresentaram correlagédo
satisfatoria, sendo o método reflectométrico mais vantajoso em relagdo a
sensibilidade, variabilidade de resultados, praticidade e menor tempo de analise.
Foram determinados os teores de acido latico (71,8 + 43,1 mg/L), citrico (2.503,8 +
245,5 mg/L), ordtico (83,9 £ 7,9 mg/L) e acidez titulavel (0,16 + 0,01 g/100 mL) em
54 amostras de leite UHT, adquiridas em estabelecimentos comerciais de Curitiba,
Belo Horizonte e Recife. Foi observada maior variabilidade para o acido latico e falta
de correlagdo entre os teores deste com a acidez titulavel. Diferentes faixas de
valores de acido latico foram observadas para leite in natura (8,1 + 6,1 mg/L) e UHT
(103,3 = 63,2 mg/L) de uma mesma regido, enquanto a acidez titulavel foi
semelhante (0,16 £ 0,02 g/100 mL). O teor de &cido latico aumentou 45 vezes
durante a acidificagdo controlada do leite (37 £ 1 °C/9 horas), ao contrario dos teores
dos acidos orotico e citrico que permaneceram constantes. Evidenciou-se a
importancia da avaliagdo do acido latico no monitoramento do leite, sua vantagem
em relagao a acidez titulavel e a necessidade de estabelecer valores de referéncia
para um monitoramento eficaz.

Palavras-chave: acido rosélico; fenolftaleina; alcalinidade das cinzas; cromatografia;
reflectometria; acidez titulavel.



ABSTRACT

The potential use of lactic acid content in natura and UHT milk as a indicator of
quality and its relation to titratable acidity were investigated. The performance of
official methods to detect and determine milk adulteration by the addition of
neutralizers was also evaluated.The performance of the rosolic acid and
phenolphthalein qualitative methods was verified by evaluating the rates of false
positive results, selectivity, sensitivity, reliability, loss of reliability region, limit of
detection, agreement and concordance. The quantitative methods of ash alkalinity,
high-performance liquid chromatography with ultraviolet detection and photodiode
array (HPLC-UV/DAD) to determine organic acids, and reflectometry for lactic acid
analysis were evaluated through the selectivity, linearity, detection and quantification
limits, veracity, repeatability and intermediate precision. The chromatographic and
reflectometric methods were applied to samples of fresh and UHT milk collected in
the south, southeast and northeast regions of Brazil. The official methods presented
poor performance. It was only possible to detect the presence of acidity neutralizers
in milk at high levels (0.050 g/100 mL of sodium hydroxide; 0.300 g/100 mL of
sodium bicarbonate and greater than 0.080 g/100 mL of sodium carbonate), for
which the titratable acidity had already exceeded the lower limits regulated by the
legislation. Lack of selectivity in the presence of UHT milk stabilizers was also
observed in the ash alkalinity method. The chromatographic and the reflectometric
methods for quantification of lactic acid were considered adequate for the purpose of
use and presented satisfactory correlation, being the reflectometric method more
advantageous in relation to the sensitivity, variability of results, practicality and less
time of analysis. The content of lactic acid (71.8 £ 43.1 mg/L), citric acid (2,503.8 +
245.5 mg/L), orotic acid (83.9 = 7.9 mg/L) and titratable acidity (0.16 + 0.01 g/100
mL) were determined in 54 samples of UHT milk purchased from commercial
establishments in Curitiba, Belo Horizonte and Recife. Greater variability was
observed for lactic acid and a lack of correlation between the levels of this acid and
the titratable acidity. Different ranges of lactic acid values were observed for in natura
(8.1 £ 6.1 mg/L) and UHT (103.3 + 63.2 mg/L) milk of the same region, whereas the
titratable acidity was similar (0.16 + 0.02 g/100 mL). Lactic acid content increased 45-
fold during controlled acidification of the milk (37 £ 1 °C/9 hours), unlike the contents
of the citric and orotic acids that remained constant. The importance of lactic acid
evaluation in milk monitoring, its advantage in relation to titratable acidity and the
need to establish reference values for effective monitoring were evidenced.

Keywords: rosolic acid; phenolphthalein; alkalinity of the ash; chromatography;
reflectometry; titratable acidity.
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1 INTRODUGAO

A bovinocultura de leite € uma atividade agropecuaria das mais importantes
no mundo, desempenhando fundamental papel econémico e de sustentabilidade
(FIL- IDF, 2013). Em 2015, a produgao mundial de leite estimada foi de 800 milhdes
de toneladas (FAOSTAT, 2016). Destas, cerca de 35 milhdes foram produzidas no
Brasil, que se enquadra entre os 10 maiores produtores mundiais (IBGE, 2015).

O leite € um alimento relevante na alimentagdo humana, considerado
nutricionalmente completo, composto de carboidratos de boa qualidade, gorduras,
proteinas, minerais e vitaminas (AFZAL et al., 2011; AHMED et al., 2016; AWAN et
al. 2014; PARK; HAENLEIN, 2013).

Entretanto, a composicdo rica e diversificada do leite, o pH proximo da
neutralidade e a elevada quantidade de agua livre favorecem tanto o
desenvolvimento de microrganismos deteriorantes como de patogénicos (MOURAD;
BETTACHE; SAMIR, 2014; TANGRI; CHATLI, 2014). Dentre os microrganismos
deteriorantes, as bactérias do acido latico s&o as mais favorecidas. Elas s&o
responsaveis por fermentar a lactose, produzindo acido latico e consequentemente
alterando a composicao e o perfil de acidos organicos e da acidez titulavel no leite
(QUIGLEY et al., 2011; QUIGLEY L., et al., 2013). O desenvolvimento microbiano e
a producao do acido latico impactam a qualidade do leite em suas caracteristicas
sensoriais, nas propriedades nutricionais, no processamento de derivados e em sua
durabilidade (WOUTERS et al., 2002).

A acidez titulavel, expressa em concentracdes de acido latico, € um indicador
fisico-quimico comumente utilizado e regulamentado em varios paises para verificar
a qualidade do leite e ocorréncia de acidificagdo (BRASIL, 2011; CHINA, 2010; CU,
2013). Todavia, a acidez titulavel pode ser afetada pela adigdo de neutralizantes em
leite, sobretudo quando sao realizadas adi¢cdes discretas, suficientes apenas para
corrigir valores que extrapolam os limites regulamentares previstos (KUMAR et al.,
2016; MILAGRES et al., 2012; SOWMYA, et al., 2013). Varios estudos recomendam
monitorar a qualidade do leite e o desenvolvimento microbiano pela avaliagao dos
teores de acido latico ou lactato. No entanto, ndo ha valores de referéncia
estabelecidos e estudos sobre os teores de acido latico no leite sdo escassos,
sobretudo para leites fluidos (BORI et al., 2012; SHAPIRO; SILANIKOVE, 2010;
ZAYDAN; DION; BOUJTITA, 2004).
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Métodos classicos para a pesquisa de neutralizantes, como o método do
acido rosdlico, da fenolftaleina e da alcalinidade das cinzas, s&o utilizados e
publicados como oficiais em alguns paises (BRASIL, 2006; INDIA, 2012). Apesar da
utilizacdo frequente na avaliagdo de adulteragdes, poucos sao os estudos sobre o
desempenho destes métodos, sobretudo utilizando procedimentos recomendados
para validagao e verificagdo do desempenho de metodologias (AZlZ; KHAN, 2014;
DEBNATH, et al., 2015; GONDIM, 2016; SILVA et al., 2015; TAMANINI, 2012;
WANDERLEY et al., 2012).

Tendo em vista a importadncia econdémica e nutricional do leite e a
necessidade de estabelecer indicadores que permitam a avaliagdo mais eficaz de
sua qualidade, é necessario estudar o desempenho dos métodos oficiais para a
investigacdo de adulteragbes em leite, bem como desenvolver e validar
metodologias para a determinagéo do acido latico. O estudo sobre a ocorréncia e as
modificagdes dos teores de &acido latico no leite fluido pode auxiliar no
estabelecimento de valores de referéncia para o monitoramento da deterioracéo do
leite por acdo microbiana e na detec¢ao, com maior sensibilidade, da adulteracao

por uso de neutralizantes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a utilizagdo do teor de acido latico como indicador de qualidade do
leite, a partir do desenvolvimento e validagdo de metodologias analiticas e do estudo

da ocorréncia e das modificacdes desse indicador em leite fluido.

2.2 Objetivos especificos

e Estudar o desempenho dos métodos oficiais qualitativos do acido rosdlico e da
fenolftaleina, e do método oficial quantitativo da alcalinidade das cinzas na
determinacao da adulteragao do leite por adicdo de neutralizantes.

e Otimizar, validar e estimar a incerteza de medicdo de metodologia analitica por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecc¢do por ultravioleta e arranjo de
fotodiodos (CLAE-UV/DAD) para determinar simultaneamente os acidos
organicos latico, orético e citrico em leite.

e Validar e estimar a incerteza de medigdo de um método reflectométrico rapido
para a quantificagao de acido latico em leite.

e Determinar a correlagao entre o método cromatografico e reflectométrico.

e Avaliar as modificagdes ocorridas nos teores de acidos orgéanicos e acidez
titulavel em leite in natura em diferentes condicbes de armazenamento
(refrigeragé@o e congelamento) e submetido a acidificagao controlada.

¢ Avaliar o perfil dos acidos latico, orético e citrico e da acidez titulavel em leite UHT
de diferentes regides do pais.

e Determinar e relacionar a concentragao intrinseca de acido latico e acidez titulavel

em leite in natura e em leite UHT de uma mesma regiao.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Leite

O leite € uma secregdo mamaria normal, oriunda da ordenha de um ou mais
animais em lactagao, sem adi¢c&o ou subtragdo de qualquer substancia, destinado ao
consumo como leite fluido ou para posterior transformacao (BRASIL, 2011; CODEX,
2011).

Do ponto de vista fisico-quimico, o leite € uma disperséo coloidal complexa de
globulos de gordura, micelas de caseina e proteinas de soro de leite numa solugao
aquosa de lactose, sais, minerais e outros compostos (McCARTHY; SINGH, 2009;
WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006). Além dos nutrientes citados, muitos outros
encontram-se no leite em pequenas quantidades e possuem importantes
propriedades fisioldgicas, tais como enzimas, hormdnios, fatores de crescimento,
nucleotideos e peptideos bioativos (HAUG; HOSTMARK; HARSTAD, 2007; PARK;
HAENLEIN, 2013). A composi¢ao do leite tem uma natureza dindmica e varia devido
a fatores relacionados a genética (espécie, raga e individuo), estagio de lactagao,
estado de saude do animal e fatores ambientais (alimentagao, clima e sazonalidade)
(ONTSOUKA; BRUCKMAIER; BLUM, 2003; PARK; HAENLEIN, 2013).

O leite possui elevado valor nutricional devido ao equilibrio dos nutrientes que
o constitui, sendo seu consumo recomendado para compor uma alimentacéo
saudavel e adequada. Entre os tipos de leite de diferentes espécies, o de vaca é o
de maior consumo mundial, sendo este estimado em mais de 80% no ano de 2010
(FAO, 2013; MOURAD, 2014). Sua composi¢ao média em 100 mL corresponde a
valores entre 85,3 e 88,7 g de 4gua, 3,8 e 5,3 g de lactose, 2,5 e 5, 5 g de gorduras,
2,3 e 4,4 g de proteinas, 0,57 e 0,83 g de sais e minerais e 0,12 e 0,21 g de acidos
organicos (FOX; McSWEENEY, 1998; PEREIRA, 2014; WALSTRA; WOUTERS;
GEURTS, 2006).

A producéo e a industrializagado do leite sdo muito importantes na economia
mundial. Em uma escala global, a produgao de leite in natura no mundo representou
quase 10% do valor de todos os produtos agropecuarios produzidos em 2010 (FIL-
IDF, 2013).

Estados Unidos, india, China, Brasil e Russia sdo os cinco maiores

produtores mundiais de leite e entre os anos de 2010 e 2014 produziram juntos mais
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de 250 mil toneladas de leite por ano. Neste mesmo periodo, foi observado um
aumento anual médio de aproximadamente 3,4% na produgéo brasileira (FAOSTAT,
2016), o que evidencia a importancia deste alimento para o agronegdcio
brasileiro (Figura 3.1).

Além de ser um importante produtor, o Brasil também se destaca em relagao
ao consumo de leite e derivados, estando entre os dez paises que mais consomem
leite fluido. A populacdo brasileira consome individualmente cerca de 4% de todo o
volume de leite consumido no mundo (KARTHEEK, et al., 2011; USDA, 2016).

36.000
35.000
34.000
33.000
32.000

31.000

Toneladas (x 1000)

30.000
29.000

28.000
2010 2011 2012 2013 2014

Figura 3.1. Producéao de leite in natura no Brasil, em toneladas, entre o periodo de

2010 e 2014.
FONTE: FAOSTAT, 2016.

Um fator determinante para garantir a qualidade e a seguranga do consumo
do leite e seus derivados é a qualidade do leite in natura, visto que em condicdes
normais de sanidade animal, o leite € estéril enquanto estiver no interior das
glandulas mamarias. Contudo, a partir do momento em que o leite € ordenhado e
entra em contato com o ambiente externo, se iniciam as numerosas possibilidades
de contaminagdo, sejam elas microbioldgicas, fisicas ou quimicas, e de
adulteragdes. Portanto, procedimentos adequados de obtencido e processamento
do leite devem ser garantidos desde o inicio da cadeia produtiva, sendo de

fundamental importdncia para minimizar a ocorréncia de deterioracdo ou
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contaminagdo e garantir a qualidade do produto final (LEJEUNE; RAJALA-
SCHULTIZ, 2009; NADA et al., 2012).

No Brasil, a producdo e o beneficiamento do leite in natura sao
regulamentados pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA). O
Decreto n° 30.691/1952 regulamenta a inspegao industrial e sanitaria dos produtos
de origem animal - RIISPOA, entre eles o leite. Esse documento apresenta os
requisitos necessarios aos estabelecimentos produtores, os procedimentos gerais de
inspecao e fiscalizacdo, os padrdes de identidade e qualidade e as informagdes
sobre registros de produtos, embalagens, rotulagem e carimbos de inspecgéo
(BRASIL, 1952).

Ja a Instrugcdo Normativa n° 62/2011 normaliza as atividades relacionadas a
producao, coleta do leite in natura refrigerado e seu transporte a granel, identidade e
qualidade do leite in natura refrigerado e pasteurizado. Requisitos para controle da
sanidade do rebanho, para o armazenamento e transporte do leite in natura, para
avaliagdo da composi¢ao e qualidade do leite, para o monitoramento do leite nas
propriedades rurais e na industria dentre outros, estdo previstos na referida
legislagdo (BRASIL, 2011).

3.2 Adulteracdes, fraudes e falsificagdes em alimentos

Os alimentos estdo sujeitos a ocorréncia de adulteragbes, fraudes e
falsificacbes. Segundo o artigo 879 do RIISPOA (BRASIL, 1952) considera-se que
ocorreu uma adulteragdo quando os produtos tenham sido elaborados em condi¢des
que contrariam as especificagdes fixadas; quando no preparo dos produtos tenha
sido empregada matéria-prima alterada ou impura; quando tenham sido empregadas
substancias de qualidade, tipo e espécie diferentes das da composicdo normal do
produto, sem prévia autorizacido do 6rgao competente; quando os produtos tenham
sido coloridos ou aromatizados sem prévia autorizagao e nao conste declaragdo nos
rétulos e quando houver a intencdo dolosa em mascarar a data de fabricacéo. Ja a
fraude é definida como a alteragao ou modificacao total ou parcial de um ou mais
elementos normais do produto de acordo com os padrdes estabelecidos; como a
realizacao de operacdes de manipulacado e elaboracdo executadas com a intencao
deliberada de estabelecer falsa impressdo aos produtos fabricados; como a

supressao de um ou mais elementos e substituigdo por outros visando aumento de
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volume ou de peso, em detrimento da sua composi¢cao normal ou do valor nutritivo
intrinseco; como a conservagao com substancias proibidas e como a especificacao
total, ou parcial na rotulagem de um determinado produto que nao seja o contido na
embalagem ou recipiente. Por fim, nomeia-se de falsificagdo quando os produtos
forem elaborados, preparados e expostos no consumo com forma, caracteres e
rotulagem que constituem processos especiais de privilégio ou exclusividade de
outrem, sem que seus legitimos proprietarios tenham dado autorizagdo e quando
forem usadas denominagdes diferentes das previstas no RIISPOA ou em férmulas
aprovadas (BRASIL, 1952).

A adulteracdo de alimentos € uma preocupacado primordial para todos os
envolvidos na cadeia produtiva: produtores, industrias, consumidores e agéncias
reguladoras. Sua ocorréncia normalmente envolve a substituicdo ou diluicdo do
alimento ou de matérias-primas com outros de menor valor comercial e nutricional. A
adulteragdo nao s6 diminui a qualidade dos alimentos e matérias primas
alimentares, mas também pode resultar em uma série de efeitos nocivos a saude
(BANSAL, et al., 2015; KALIVAS et al., 2014).

A fraude de alimentos n&o configura um fenémeno contemporéneo e,
provavelmente, é tdo antiga quanto os sistemas de produg¢do e processamento de
alimentos. Os primeiros relatos de fraudes envolviam azeite, vinho, especiarias e
cha. Esses mesmos alimentos continuam associados a fraude além de outros, como
peixe, mel, leite e produtos lacteos, produtos a base de carne, sucos de frutas,
bebidas alcodlicas, alimentos organicos, café e alimentos ultraprocessados. A maior
parte das adulteragdes que ocorrem no mundo nao é detectada, uma vez que
geralmente n&o resultam em um risco a seguranga dos alimentos e os desvios de
qualidade nem sempre sao percebidos pelo consumidor (BANSAL et al., 2015;
ELLIS, 2012; JOHNSON, 2014; MOORE, JOHN SPINK; LIPP, 2012).

Estudos sobre a ocorréncia de adulteragdes de alimentos no periodo de 1980
a 2010 mostraram que azeite de oliva, leite, mel, acafrao, suco de laranja e café sao
os alimentos mais adulterados no mundo (MOORE; SPINK; LIPP, 2012; TAHKAPAA
et al., 2015).

A motivagao principal para cometer a fraude € o ganho monetario ilicito. O
tipo de alimento que pode ser adulterado € uma consideracdo secundaria, pois é a
oportunidade ou a viabilidade de cometer fraudes que geralmente a desencadeia.

Os alimentos mais comumente fraudados sao aqueles de elevado valor comercial e
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ou produzidos em grande escala mundial, como os ja citados café, leite, mel e carne
(CORDELLA et al., 2002; KALIVAS et al., 2014).

Apesar de existir a consciéncia de que adulteragcbes em alimentos sao
frequentes, tanto por parte dos consumidores como por parte dos oOrgaos
reguladores, a disponibilidade de informagbes sobre as fraudes detectadas e suas
razdes motivacionais ainda sao limitadas. Neste contexto, Tahkapaa et al. (2015)
enfatizaram a importancia do estabelecimento de sistemas governamentais rapidos
de alerta (a exemplo do Sistema de Alerta de Seguranga para Géneros Alimenticios
- RASFF, da Unido Europeia) como uma das opg¢des para diminuir e prevenir
fraudes em alimentos. Segundo os autores, a implantagdo destes sistemas
possibilita maior rapidez na comunicagao do risco e a avaliagao da existéncia de um
padrao de adulteragdes, subsidiando o estabelecimento de politicas publicas mais
adequadas.

Além de causar danos a qualidade e integridade dos produtos e colocar em
risco a saude do consumidor, quem adultera alimentos comete um crime contra a
saude publica. Segundo o Cdédigo Penal brasileiro, a falsificagdo, corrupgéo,
adulteracao ou alteracdo de substancias ou produtos alimenticios destinados ao
consumo humano, tornando-os nocivos a saude ou reduzindo-lhes o valor nutritivo é
considerada crime hediondo, com pena de reclusao de até oito anos e multa. A pena
se aplica tanto para quem adultera, como para quem expde a venda no varejo ou no
atacado o produto fraudado (BRASIL, 1998). Orgdos relacionados a defesa
agropecuaria (MAPA), a vigilancia sanitaria (ANVISA) e defesa e a protegdo do
consumidor (DPDC/PROCON) também consideram a adulteracao de alimentos uma
infracdo a lei e estabelecem penalidades em seus regulamentos especificos
(BRASIL, 1952; BRASIL, 1969; BRASIL, 1990; MINAS GERAIS, 1999).

3.3.1 Adulteracdes e fraudes em leite

O Brasil se destaca no cenario mundial ndo somente por ser um dos maiores
produtores e consumidores de leite, mas também pela frequéncia em que este
alimento € alvo de adulteragbes e fraudes (HANDFORD; CAMPBELL; ELLIOTT,
2015). Segundo Kartheek, et al. (2011), a ocorréncia de fraude no leite brasileiro
podem atingir até 60% do total de leite produzido e os adulterantes mais utilizados

sdo agua, amido, neutralizantes, sal, agucar, maltodextrina e soro de leite.
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A fraude do leite também ¢é bastante comum em outros paises em
desenvolvimento, como a india, a China e o Paquistéo (HANDFORD; CAMPBELL,;
ELLIOTT, 2015; KARTHEEK, et al., 2011; SWATHI; KAUSER, 2015).

O leite fluido pode ser fraudado com objetivos econédmicos, como o aumento
de volume (adigdo de agua, soro e seus reconstituintes, como agucares e cloretos) e
também para corrigir desvios da qualidade relacionados ao desenvolvimento
microbiano (adicdo de conservantes: formol, perdxido de hidrogénio e de
neutralizantes: bicarbonatos, carbonatos e hidroxidos) (AZIZ & KHAN, 2014; FINETE
et al., 2015; AHMAD, et al., 2016; DURANTE et al., 2016).

Souza et al. (2011) utilizaram metodologias quimiométricas e analise de
componentes principais para investigar a presenga dos adulterantes em leite. Amido,
cloro, formol, perdxido de hidrogénio e urina foram pesquisados em 100 amostras de
leite UHT produzidas nos estados do Parana, Rio Grande do Sul, Sdo Paulo, Rio de
Janeiro e Minas Gerais. Com excec¢ao para o amido, foi detectada a presencga de

pelo menos um adulterante em todas as amostras analisadas.

3.3.1.1  Fraudes por adicdo de neutralizantes da acidez

A fraude do leite por adicdo de substancias alcalinas € realizada para
neutralizar a acidez produzida em decorréncia do desenvolvimento microbiano. E
sabido que o armazenamento refrigerado do leite retarda substancialmente o
desenvolvimento microbiano, sobretudo dos microrganismos mesdfilos, conservando
sua qualidade. Logo, esse tipo de fraude estara sempre associada a falhas na
aplicacéo das boas praticas de fabricagdo ao longo da cadeia produtiva do leite
(AFZAL et al., 2011; BRASIL, 2011; CODEX ALIMENTARIUS, 2011; CU, 2013;
SINGH; GANDHI, 2015).

Hidroxido de sodio, bicarbonato e carbonato de sodio sdo os produtos
quimicos mais utilizados para este fim. Apesar de estas substancias terem seu uso
regulamentado como aditivo para varios derivados lacteos como o doce de leite e o
leite condensado, seu uso em leite fluido, tanto in natura quanto processado, € ilicito
(AFZAL et al., 2011; BRASIL, 1952; BRASIL, 1997a; BRASIL, 2011; CODEX
ALIMENTARIUS, 2011; SINGH; GANDHI, 2015).

A avaliacdo da fraude do leite por adicdo de substancias alcalinas é

tradicionalmente realizada com a utilizagdo de metodologias baseadas nas
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alteracdes provocadas no pH, na acidez e nas caracteristicas do residuo mineral fixo
do leite. A pesquisa de neutralizantes pelos métodos do acido rosdlico e da
fenolftaleina e a determinacdo da alcalinidade das cinzas do leite sdo métodos
classicos e atualmente constam em publicagdes oficiais de paises como Brasil e
india (AOAC 1941; BRASIL 1981; BRASIL, 2006; INDIA, 1960; INDIA, 2015). Nos
meétodos que utilizam indicadores de pH, ao entrar em contato com a amostra, os
indicadores reagem doando ou recebendo protons, resultando na alteragao
configuracédo eletrbnica e consequentemente na mudanga de coloragcdo do meio
(BRASIL, 2006; INDIA, 2015).

O acido rosdlico (CID: 5100; C49H4403) é um indicador de concentragao
hidrogeniénica, com faixa de transi¢ao entre pH 6,8 e 8,2 e mudanca de coloragao
de amarelo para vermelho carmim. O método consiste na mistura de uma amostra
de leite com alcool neutralizado, adigdo da solugdo indicadora e agitagdo. A
obtencao de coloragcdo vermelho-carmim, semelhante a um teste controle contendo
apenas solugao alcodlica e de indicador, € interpretado como positivo para presenca
de alcalinizantes em leite (BRASIL, 2006; INDIA; 2015).

Outro método qualitativo usado para a deteccado de neutralizantes em leite € o
da fenolftaleina (CID: 4794; C,0H1404; faixa de transi¢cado entre pH 8,2 e 10,0). Ele é
baseado na determinacao visual da alcalinidade de uma amostra de leite, apds a
neutralizacdo desta com solugdo de hidréxido de sédio (0,1 mol/L), reacidificagao
com solugao de acido sulfurico (0,0125 mol/L), aquecimento, resfriamento em banho
de gelo e adi¢cdo do indicador fenolftaleina. Na etapa de neutralizagdo, os compostos
de carater acido presentes no leite sdo neutralizados pela solugdo de hidroxido de
sédio. Caso o leite tenha sido adicionado de carbonato ou bicarbonato de sédio, na
etapa de reacidificagdo, o acido sulfurico reage com carbonatos e bicarbonatos de
sodio, formando acido carbbnico. Na etapa de aquecimento, o acido carbdnico sera
eliminado na forma de gas carbdnico, resultando no aumento do pH do meio, que
sera visualizado pela obtencdo de coloracdo résea, na presenca do indicador
fenolftaleina adicionado na ultima etapa (BRASIL, 1981; BRASIL; 2006).

O método quantitativo para determinacdo dos neutralizantes € baseado no
aumento da alcalinidade das cinzas do leite provocado pela adicdo de substancias
alcalinas. Este consiste na obtengdo das cinzas do leite, solubilizagdo em agua,
adicao de solucao de acido cloridrico, aquecimento, adigcdo de solugao de cloreto de

calcio e titulagcdo com solugao padronizada de hidroxido de sddio na presenca do


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C19H14O3&sort=mw&sort_dir=asc
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C20H14O4&sort=mw&sort_dir=asc
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indicador fenolftaleina. Valores de alcalinidade superiores a 0,030 g/100 g de leite,
expressos em carbonato de sédio (NaCOs), caracterizam a adigdo de substancias
alcalinas (BRASIL, 2006; INDIA, 2015).

Apesar dos métodos descritos ndo serem reconhecidos por organismos de
normalizacdo (Associagcdo Brasileira de Normas Técnicas - ABNT, Association of
Official Analytical Chemists - AOAC, International Dairy Federation - FIL-IDF,
International Organization for Standardization — [SO), eles sdao amplamente
utilizados na investigagcao da adulteragao do leite por neutralizantes, como pode ser
visualizado na Tabela 3.1. Todos os trabalhos citados utilizaram pelo menos um
destes métodos. Os estudos sao recentes e foram realizados nos paises onde este
tipo de fraude € comum. Parametros de desempenho como veracidade, precisao,
limites de deteccao e quantificagcdo nado foram avaliados ou citados em nenhum
destes trabalhos.

Assim como para outros adulterantes do leite, o desenvolvimento de métodos
instrumentais, sobretudo por técnicas de espectroscopia do infravermelho, tem sido
relatado para a analise de neutralizantes em leite. Métodos para a deteccédo de
bicarbonato, hidroxido de sédio e citrato de sédio no leite foram validados e
considerados adequados. No entanto, a aplicagcdo destes métodos em amostras
reais nao € relatada (BOTELHO et al., 2015; CASSOLI, SARTORI, MACHADO,
2011; DURANTE et al., 2016; GONDIM, 2016; SILVA et al., 2015).
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Tabela 3.1. Ocorréncia de neutralizantes (detectados por métodos classicos) e outros adulterantes em leite e derivados.

Tipo de leite Amostras Neutralizantes® Outros adulterantes detectados Referéncia
(%)

In natura 280 27,0 Amido, peréxido de hidrogénio Aziz; Khan, 2014
Agua, detergente, sacarose, farinha de arroz, leite

In natura® 100 200 em po desnatado, peroxido de hidrogénio, amido, Barham et al., 2014
formol, ureia, 6leos vegetais, acido barico,
glicose, sorbitol e araruta.

In natura® 100 22,0 Agga, dgtergente, sdcarose, farinha de arroz, Barham et al., 2015
amido, dleo vegetal hidrogenado.

In natura® 50 20,0 Agua, sacarose, leite em po, amido, formol Bangladesh Chanda et al., 2012
Acido benzoico, sacarose, detergente,

In natura e pasteurizado 48 58,3 f’or.malde!d'ol, g||co.se, perozqdo de h|drogen_|o, Debnath et al., 2015
acido salicilico, leite em p6 desnatado, amido,
ureia, oleo vegetal, agua

In natura® 60 0,0 Formol, nitrato, cloretos, sacarose e urina Firmino et al., 2010
Ureia, amido, detergente, sacarose, leite em p6 .

In natura® 100 8,0 desnatado, cloreto de sddio, perdxido de L Lt R,

) N ) , 2015

hidrogénio, glicose e dextrose e formaldeido

In natura 60 0,0 Detergente e ureia Kandpal, Srivastava;

Negi, 2012°

?coleta de amostras em varios pontos da cadeia produtiva (produtor, coletor, intermediario, processador e comércio); °considerado como resultado positivo a
presenca dos neutralizantes hidroxido, carbonato e bicarbonato de sddio; ‘resultados insatisfatérios para a determinagédo da alcalinidade das cinzas; d

amostras de leite de vaca e de bufala. NI: ndo informado.

Continua
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Tabela 3.1. Ocorréncia de neutralizantes (detectados por métodos classicos) e outros adulterantes em leite e derivados

(continuagao).

Tipo de leite Amostras Neutralizantes” Outros adulterantes detectados Pais Referéncia
(%)

Amido, sacarose, leite em p6 desnatado, )

In natura 50 28,0; 80,0° alcalinidade, cloreto de sdédio, ureia, formol, India Kumar et al., 2015
peréxido de hidrogénio e detergentes
Formol, peréxido de hidrogénio, acido bodrico e . Mansour; El-Loly;

In natura 260 58 nitratos Egito Ahmed, 2012°
Sacarose, glicose/dextrose, )

NI 42 0,0 maltose/maltodextrina, leite em p6 desnatado, India Pala et al., 2015
cloreto de sédio, sulfato de aménio e detergente
Cloreto de sodio, sacarose, ureia, peroxido de )

In natura 50 6,0 hidrogénio, formol, glicose e dextrose, India Ramya et al., 2015
detergente, amido, leite em po6 desnatado
Sacarose, leite em po desnatado, cloreto de ) Singuluri: Sukumaran

NI 50 26,0 sodio, ureia, formol, peréxido de hidrogénio e India 201% ’ ’
detergentes
Cloreto de sodio, leite em p6 desnatado, ) Swetha: Sukumar:

In natura 92 8,6 de.tergentes,.peromdo de hidrogénio, formol, India Sudhanthirakodi, 2014
glicose e ureia

UHT 60 1,7 Alcool etilico, cloretos e sacarose Brasil Tamanini, 2012

?coleta de amostras em varios pontos da cadeia produtiva (produtor, coletor, intermediario, processador e comércio); °considerado como resultado positivo a
presenca dos neutralizantes hidroxido, carbonato e bicarbonato de sddio; ‘resultados insatisfatérios para a determinagédo da alcalinidade das cinzas; d

amostras de leite de vaca e de bufala. NI: ndo informado.

Continua



36

Tabela 3.1. Ocorréncia de neutralizantes (detectados por métodos classicos) e outros adulterantes em leite e derivados
(continuagao).

Tipo de leite Amostras Neutralizantes” Outros adulterantes detectados Pais Referéncia
(%)

Leite in natura e

. 15 20,0 Amido India Tangri; Chatli, 2014
pasteurizado

logurte, queijo, manteiga, Peroxido de hidrogénio (iogurte, leite em pé e

. . 15 0,0 Paquistao Ullah et al., 2016
sorvete e leite em po sorvete)
UHT e pasteurizado 135 17,8 Agua, substancias reconstituintes e alcool Brasil Wanderley et al., 2012
Formol, amido, detergente, leite em po - Wasupalli; Sai; Kaur,
NI 15 0,0 . , India
desnatado, sacarose, glicose, maltose e agua 2015

dcoleta de amostras em varios pontos da cadeia produtiva (produtor, coletor, intermediario, processador e comércio); Pconsiderado como resultado positivo a
presenca dos neutralizantes hidroxido, carbonato e bicarbonato de sddio; ‘resultados insatisfatorios para a determinacdo da alcalinidade das cinzas; d
amostras de leite de vaca e de bufala. NI: ndo informado.
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3.3.2 Acbes de combate a fraude do leite no Brasil

O Programa Nacional de Combate a Fraude no Leite (PCFL) do MAPA foi
iniciado no Brasil em 2003. Desde entdo foram realizadas coletas de amostras de
leite UHT, pasteurizado e em po para analises e verificagdo de possiveis fraudes na
industria, sob supervisdo do Servigco de Inspecado Federal (SIF). A partir de 2007,
com o aumento de suspeitas sobre adulteracéo do leite e o inicio das operagdes
policiais federais de combate a fraude, o PCFL foi aperfeicoado e intensificado.
Segundo o MAPA, cerca de 4.000 amostras de leite sdo coletadas anualmente para
a investigacdo de adulteracdes (AGENCIA BRASIL, 2013).

Em 2007, o Ministério Publico Federal (MPF), Ministério Publico Estadual
(MPE), a Policia Federal (PF) e o MAPA realizaram a Operacéo Ouro Branco, nos
municipios mineiros de Uberaba e Passos. As cooperativas investigadas eram
suspeitas de adicionar soro, hidroxido de sddio e perdxido de hidrogénio ao leite. Foi
constatado que os produtos estavam improprios para o consumo. A presencga de
substancias alcalinas e teores baixos de acidez titulavel foram constatados. Foram
cumpridos varios mandados de prisdo e busca e apreensdo (ASCOM-MPF/MG,
2007).

Em 2008 a Operacao Lactose foi realizada em cinco estados brasileiros
(Santa Catarina, Bahia, Ceara, Pernambuco e Paraiba) com o objetivo de
desarticular uma quadrilha que adulterava leite em po integral, falsificava notas
fiscais, sonegava impostos e corrompia funcionarios publicos. Cerca de 50% do leite
em po era substituido por soro em p6 (DIARIO CATARINENSE, 2008).

Em 2013, apds a descoberta de adulteracdo em cerca de 600 mil litros de
leite no Rio Grande do Sul, o MAPA intensificou a coleta de amostras no estado e a
Operagcao “Leite Compensado” foi deflagrada. As empresas que realizavam o
transporte do leite in natura até a industria eram suspeitas de adicionar ureia e
formol ao leite (AGENCIA BRASIL, 2013).

Em julho de 2015 uma nova edi¢gado da Operacéao Leite Compensado foi iniciada
no Rio Grande do Sul. Resultados insatisfatérios obtidos no PNCFL nos anos
anteriores levaram o MAPA a comprovar as suspeitas sobre a adicdo de agua e
bicarbonato de sédio ao leite em industrias da regido. As adulteragdes também eram

realizadas antes do beneficiamento do leite (G1, 2015a).
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Em dezembro de 2015, outra operagao foi iniciada pela Policia Federal no
agreste de Pernambuco, a Operagdo Vida Longa. Os laticinios da regido eram
suspeitos de fraudar o leite com agua, agua oxigenada, urina, alcool etilico, sacarose e
neutralizantes da acidez (G1, 2015b).

Em julho de 2016 o MPF deflagrou a 112 fase Operacao Leite Compensado e
a 42 fase Operacdo Queijo Compensado no Rio Grande do Sul. A investigagdo da
adulteracdo dos produtos pela adigdo de agua, amido de milho, agua oxigenada e
acido sorbico foi realizada (MARTINS, 2016).

Com base nas informagdes apresentadas, € possivel constatar que mesmo
com a intensificacdo das agdes de monitoramento e de combate a fraude, e a
realizacdo de operagdes policiais, a adulteracdo do leite ainda é uma pratica
recorrente no Brasil. Logo, ha de se refletir e reavaliar o posicionamento dos
profissionais nas industrias de lacteos, os modelos de fiscalizagdo e as acbes de

politicas publicas visto que as fraudes ocorrem predominantemente nas industrias.

3.3 Acidos organicos em leite e derivados

Assim como os minerais, as vitaminas e as enzimas, os acidos organicos sao
considerados micronutrientes do leite, sendo normalmente encontrados na fase
aquosa. Acido citrico, férmico, acético e oxalico sdo responsaveis por mais de 90%
dos acidos organicos presentes no leite in natura fresco, sendo estimado um
conteudo final de 1,7 g/L. Deste total, o acido citrico € o predominante, podendo
também ser encontrado na forma de citrato coloidal, associado as micelas de
caseina do leite (BELITZ; GROSCH; SCHIEBERLE, 2009; WALSTRA; WOUTERS;
GEURTS, 2006).

Além dos acidos organicos provenientes do metabolismo bioquimico
intrinseco (acidos citrico, orotico, oxalico, hipurico, Urico e outros), podem ser
encontrados em leite e seus derivados acidos organicos resultantes do
desenvolvimento microbiano (latico, acético, piravico, propiénico e férmico) e da
hidrolise da gordura do leite (acidos graxos de cadeia curta: butirico e caproico; de
cadeia média: caprilico, caprico e laurico e de cadeia longa: miristico, palmitico e
estearico) (NOLLET; TOLDRA, 2010). Na Figura 3.3 estfo ilustradas as estruturas

quimicas dos principais acidos organicos presentes no leite e seus derivados.


http://wp.clicrbs.com.br/casodepolicia/?s=leite+compensado&topo=52%2C1%2C1%2C%2C171%2Ce171
http://wp.clicrbs.com.br/casodepolicia/?s=queijo+compensado&topo=52%2C1%2C1%2C%2C171%2Ce171
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Em geral, os acidos organicos desempenham papel importante em produtos
lacteos, incluindo a reducdo do pH e consequente inibicdo do desenvolvimento
microbiano em produtos fermentados, a contribuicdo para os atributos de sabor e
também como indicadores da qualidade microbiolégica. Logo, a informagao sobre os
teores de acidos organicos no leite é importante para a compreensao do
metabolismo e da qualidade do leite e de seus derivados. (BEVILAQUA E
CALIFANO, 1989; ZEPPA, 2001).

A composi¢cao de nutrientes, o pH proximo a neutralidade e a elevada
atividade de agua favorecem o desenvolvimento de microrganismos no leite e
consequentemente a mudanga na composigdo e no perfil dos acidos organicos.
Dentre os microrganismos que podem estar presentes no leite in natura, as bactérias
do acido latico (LAB), que fermentam a lactose produzindo acido latico, sdo a
populagcdo predominantemente favorecida. Os géneros mais comuns das LABs
incluem Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Streptococcus e Enterococcus. As
populagdes psicrotréficas, que se estabelecem particularmente durante o
armazenamento refrigerado do leite in natura, também s&o um componente
importante e incluem os géneros Pseudomonas e Acinetobacter spp (QUIGLEY et
al., 2011; QUIGLEY L., et al., 2013). O desenvolvimento microbiano e a produgao do
acido latico impactam a qualidade do leite em suas caracteristicas sensoriais, nas
propriedades nutricionais, no processamento de derivados e em sua durabilidade
(WOUTERS et al., 2002).
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3.3.1 Acido latico

A concentracao intrinseca de acido latico no leite é oriunda do metabolismo
da glandula mamaria do animal, sendo reportados baixos teores em leite fresco.
Niveis elevados de acido latico no leite ou em seus derivados resultam da
degradacao da lactose por agdo microbiana. Logo, a determinacédo da concentragao
de acido latico ou de propriedades fisico-quimicas que se alteram com a produgéo
deste composto (pH e acidez titulavel) sdo extremamente uteis para monitorar a
qualidade do leite e de seus derivados (GOMEZ-ALVAREZ et al., 1999; JENNESS &
PATTON, 1959).

Em processos fermentativos, como na producdo de queijos e iogurtes, o
desenvolvimento microbiano e a producdo do acido latico sdo desejaveis. O
processo € iniciado com a inoculacido de culturas laticas especificas no leite, que é
mantido em temperaturas favoraveis ao desenvolvimento microbiano. Alteracdes
profundas ocorrem nos atributos quimicos, fisicos, microbiolégicos e sensoriais do
leite. O acido latico é o principal composto produzido, conferindo aos produtos gosto
acido acentuado e aroma caracteristico. O &acido produzido também inibe o
desenvolvimento de microrganismos patogénicos e deterioradores, contribuindo para
qualidade e durabilidade dos produtos lacteos (TORMO; IZCO, 2004; VENICA;
PEROTTI; BERGAMINI, 2014).

O desenvolvimento microbiano e consequente acidificagdo do leite também
podem ocorrer de forma indesejada, resultante de condicbes inadequadas de
obtencdo, armazenamento e processamento do leite. Para inibir o desenvolvimento
microbiano e manter a qualidade do leite fluido, € de fundamental importancia que o
leite recém-ordenhado seja mantido em temperaturas inferiores a 7 °C. Bactérias
laticas tém seu tempo de geracdo aumentado em até 40 vezes, quando comparados
o armazenamento do leite em temperaturas de 30 °C e 5 °C (BRASIL, 2011; CODEX
ALIMENTARIUS, 2011; CU, 2013; WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006).

Segundo Gomez-Alvarez et al. (1999) a concentragdo de &acido latico
intrinseco em amostras de leite fresco é de aproximadamente 90,0 a 180,0 mg/L,
mas pode aumentar para 900,0 a 1.800,0 mg/L, em decorréncia da fermentagao
microbiana. Entretanto, diferentemente de outros acidos organicos como o citrico e o

orético, ndo ha um consenso na literatura sobre valores considerados normais para
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leite in natura fresco e também nao ha valores de referéncia regulamentados. Estes
valores existem apenas para a acidez titulavel (BRASIL, 2011; CHINA, 2010; CU,
2013).

3.3.2 Acido oroético

O acido ordtico esta naturalmente presente no leite e soro do leite, e foi
detectado pela primeira vez em 1904. Vegetais como beterraba, nabo e cenoura
também apresentam este acido organico (AHMED; PORTER; McCARTHY, 1978;
LOFFLER; CARREY; ZAMEITAT, 2015). Por ser um produto intermediario na
biossintese de nucleotideos de pirimidina, € considerado um dos acidos organicos
mais relevantes no leite. Por ser relativamente constante no leite, o acido orético
pode ser utilizado como indicador para a determinacdo da proporcao de leite em
alimentos processados, assim como a creatinina total e o acido urico (ANASTASI et
al., 2000; PARK; HAENLEIN, 2013).

Durante muito tempo, o acido ordético foi referido como vitamina B13. No
entanto, ndo é mais reconhecido como tal, por ser também produzido pelo corpo
humano e pela microbiota intestinal (SALERNO; CRIFO, 2002). E comercializado
como suplemento vitaminico na forma de sais (orotato de calcio, magnésio, litio,
entre outros) e pode fazer parte da composigcdo de medicamentos usados apds
ataque cardiaco, tratamento de esclerose multipla e hepatite crénica (AHMED;
PORTER; McCARTHY, 1978; CATALDI et al, 2006; LOFFLER; CARREY;
ZAMEITAT, 2015; PARK; HAENLEIN, 2013).

O leite bovino é a principal fonte de acido ordtico na dieta humana. Também
pode ser encontrado no leite de outras espécies, mas normalmente em quantidades
menores (LOFFLER; CARREY; ZAMEITAT, 2015; INDYK; WOOLLARD, 2004;
PARK; HAENLEIN, 2013). Os relatos dos primeiros estudos de determinagéo de
acido ordtico em leites datam de 1953. Hallanger; Laakso; Schultze (1953)
analisaram amostras de leite de varios mamiferos, sendo encontrados teores mais
elevados para leite de ovelha (324,0 mg/L), seguido de leite de vaca (entre 78,9 e
105,0 mg/L), cabra (63,1 mg/L), mulher (7,0 mg/L) e rata (11,0 mg/L).

Os efeitos bioldgicos do acido orético tém sido foco de atengéo consideravel,

sendo relatados em varios estudos, com diferentes propédsitos. Tem sido avaliada a
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sua importancia como fator de crescimento para galinhas, lactobacilos e microbiota
intestinal. Em seres humanos, tem sido apontado como um fator de diminuicdo do
nivel de colesterol sanguineo, pois interfere na sua sintese endogena, inibindo a
sequéncia enzimatica responsavel pela sintese de colesterol no figado. Sua
utilizagcdo esta associada a melhoria da fungdo cardiaca apés hipertrofia, infarto e
desenvolvimento de cardiomiopatias. No entanto, seu mecanismo de acao ainda néo
é totalmente conhecido (ANASTASI et al., 2000; CATALDI et al., 2006).

3.3.3 Acido citrico

O acido citrico é sintetizado no leite a partir do acido piruvico, nas células da
glandula mamaria. Devido ao pH caracteristico do leite (6,6 a 6,8), o acido citrico
existe como ion citrato e esta presente majoritariamente na sua forma soluvel (mais
de 90%) ou em interagdo com a fragdo proteica. Assim como para os outros sais, 0s
niveis de citrato no leite sdo considerados constantes, sendo relatados teores
meédios entre 1.323,0 e 2.079,0 mg/L. Fatores como sazonalidade, periodo de
lactagdo e ocorréncia de doencas sao apontados como as principais fontes de
variacdo (DUCHACEK et al., 2012; FOX; McSWEENEY, 1998; GARNSWORTHY et
al., 2006; GAUCHERON, 2005; RODRIGUES, 2012).

A interacdo do citrato com as proteinas na fracdo coloidal faz com que este
desempenhe um papel importante na estrutura e na estabilidade das micelas de
caseina. Devido as suas propriedades quelante e estabilizante, o citrato é
frequentemente usado como aditivo em leite e seus derivados. Ele modifica as
caracteristicas fisico-quimicas do leite a partir da formagao de complexos estaveis
com os metais, o que melhora sua estabilidade ao processamento (FOX;
McSWEENEY, 1998; KALIAPPAN; LUCEY, 2011).

Os citratos sao muito utilizados em leites que serdo submetidos ao
processamento UHT. Na presenca de citrato de sddio, 0 aquecimento do leite resulta
na desagregacao das micelas de fosfocaseinato de calcio e no aumento de pH.
Neste contexto, ocorrem mudancgas no equilibrio salino do leite e reducdo da
concentracdo do calcio insoluvel. Portanto, estes sais aumentam a estabilidade
térmica do leite, diminuem a precipitacdo nos trocadores de calor e minimizam a

formacgao de sedimentos no leite UHT ao longo da vida de prateleira (BOUMPA et
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al., 2008; OZCAN-YILSAY et al., 2007; PRAKASH et al., 2007; TSIOULPAS et al,,
2010). A legislagao brasileira permite a adicado de citrato de sodio no leite UHT com
a funcao estabilizante, desde que o somatoério de todos os estabilizantes utilizados
(citrato de sddio, monofosfato de sddio, difosfato de sédio e trifosfato de sddio) nao
ultrapasse a quantidade de 0,1 g/100 mL, expressa em pentoxido de fosforo
(BRASIL, 1997b).

O conhecimento dos niveis de acido citrico no leite se faz importante tanto no
contexto do conteudo intrinseco como extrinseco. O citrato € uma substancia central
para o metabolismo celular, sendo um indicador energético em vacas leiteiras e que
também pode ser afetado pela ocorréncia de doengas, como a mastite. Do ponto de
vista do processamento, os citratos desempenham um papel importante no equilibrio
salino do leite. A particdo dos sais do leite nas fases soluvel e coloidal afetam
diretamente as propriedades de coagulacdo, fato importante na fabricacdo de
queijos e leites fermentados. A informacao sobre os teores de citrato em produtos
processados é fundamental no monitoramento da sua utilizagdo como aditivo, e
também do uso de forma ilicita, em produtos para os quais néo é prevista sua adigao
como estabilizante (DUCHACEK et al., 2012; FAULKNER; PEAKER, 1982;
SUNDEKILDE et al., 2014).

3.3.4 Determinacao de acidos organicos em leite e derivados

Ao longo dos anos, varias metodologias analiticas tém sido desenvolvidas e
utilizadas na determinagdo de acidos organicos em alimentos, sobretudo para os
produtos fermentados. Diferentes técnicas analiticas sao utilizadas, a exemplo de
titulacbes colorimétricas simples, como a determinagdo da acidez titulavel, a
métodos instrumentais mais complexos, como a cromatografia e a eletroforese
capilar (KHOSRAVI, et al., 2015; LIGOR et al., 2008; NOLLET; TOLDRA, 2010;
TAYLOR, 1996).

A seguir, sao apresentadas as metodologias mais utilizadas em leite e

derivados e de interesse neste estudo.
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3.3.4.1 Acidez titulavel (AT)

A determinagdo da AT em leite e derivados € realizada por dois motivos
principais: a verificagdo do frescor e qualidade do leite e o monitoramento de
produtos fermentados (McCARTHY; SINGH, 2009). Embora a AT seja uma medida
da acidez total do produto, ela é expressa como a quantidade do acido
predominante, que neste caso, é o acido latico (NOLLET; TOLDRA, 2010).

O procedimento basico consiste na titulacdo da amostra de leite ou seus
derivados com uma solugdo padronizada de hidroxido de sodio (0,1 mol/L) na
presenca do indicador fenolftaleina, até a obtengdo de coloragao résea (pH ~ 8,3)
(AOAC, 2012; BRASIL, 2006).

A determinagcdo da AT é simples e barata, sendo regulamentada em varios
paises do mundo para monitorar o desenvolvimento microbiano e a produgéo do
acido latico. Para leite fluido, valores entre 0,12 e 0,21 gramas de acido latico por
100 mL de leite sdo estabelecidos em diferentes paises (CHINA, 2010; CU, 2013;
GOMEZ-ALVAREZ et al., 1999). No Brasil a faixa aceitavel para a AT é de 0,14 a
0,18 g/ 100 mL, expressa em gramas de acido latico (BRASIL, 1997b; BRASIL,
2011).

No entanto, a AT apresenta limitacbes € nem sempre ira refletir o conteudo
real de acido latico no leite. Uma acidez titulavel elevada em leite fresco (na
auséncia de desenvolvimento de acido latico) sugere um leite com teores superiores
de proteinas (caseina e albumina), de constituintes tamponantes (fosfatos e citratos)
e de gas carbonico dissolvido (McCARTHY; SINGH, 2009; WALSTRA; WOUTERS;
GEURTS, 2006).

A liberagdo de acidos graxos devido a lipdlise da gordura do leite também
pode interferir na estimativa da acidez titulavel em produtos ricos em gordura,
aumentando o seu teor. Durante a titulagdo, dependendo da velocidade em que esta
ocorre, pode haver precipitacdo de fosfato de caélcio (com uma diminuigéo
concomitante do pH) e esmaecimento da coloragdo obtida faixa de viragem da
fenolftaleina. A velocidade de agitagdo da amostra durante a titulagdo também pode
favorecer a incorporagao de gas carbdnico atmosférico, impactando nos resultados
obtidos (FOX; McCSWEENEY, 1998; BOUTEILLE, et al., 2013).
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Kumar et al. (2016), Milagres et al. (2012) e Sowmya et al. (2013) também
apontaram como um fator limitante para a utilizagdo da acidez titulavel no
monitoramento do leite, a adulteragdo com substancias neutralizantes, como
hidroxidos, carbonatos e bicarbonatos. Esses compostos irdo neutralizar
parcialmente a acidez livre do leite, formando lactato de sddio e interferindo na

determinacéao da acidez titulavel.

3.3.4.2 Métodos quimicos colorimétricos

Os métodos colorimétricos mais frequentemente relatados para a
determinacao de acidos organicos referem-se a analise dos acidos latico e citrico.
Embora estejam bem estabelecidos, raramente séo utilizados por serem laboriosos,
demorados, gerarem grande quantidade de residuos e por apresentarem menor
sensibilidade em relagcao as demais metodologias. Além destas desvantagens,
alguns métodos também envolvem a utilizacdo de reagentes nocivos a saude, como
na determinagao espectrofotométrica classica do citrato, com utilizagdo de pirimidina
e anidrido acético (MARIER; BOULET, 1958; NOLLET; TOLDRA, 2010).

Em 1937 a AOAC (2012) publicou um método (n° 937.05) para determinar o
acido latico em leite e derivados, baseado na complexacdo deste acido com o
reagente cloreto férrico. O composto amarelo formado ¢é analisado
espectrofotometricamente e determinado a partir de curvas de calibragdo. A analise
€ laboriosa e envolve o preparo da amostra com agua e solugao de acido sulfurico a
0,5 mol/L, extragdo com éter por aproximadamente 3 horas, neutralizagdo com

hidréxido de bario e evaporacgao.

3.3.4.3 Métodos cromatograficos

Dentre os métodos cromatograficos para a analise de acidos organicos em
leite e derivados, os mais utilizados sdo aqueles por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), com o emprego de colunas de troca idnica (Tl), exclusdo de ions
(El) ou de fase reversa (FR), e com detecgao por ultravioleta (UV).

Na determinacao por CLAE-TI, a maioria dos estudos relata a utilizacao

de coluna Aminex HPX 87H em temperaturas entre 45 °C e 65 °C, o uso de solucdes
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diluidas de acido sulfurico como fase mével, o preparo da amostra envolvendo
etapas de agitacdo, centrifugagéo e filtracdo, a detecgéo entre 210 nm e 220 nm e
tempo total de analise de 30 minutos. Maioria dos trabalhos tinha como objetivo
principal a aplicagdo do para a determinagdo de acidos organicos em derivados
lacteos fermentados, como queijos e iogurtes (ANDIC; TUNCTURK; GENCCELEP,
2011; CALIFANO; BEVILACQUA, 2001; GARDE et al., 2012; KAMINARIDES;
STAMOU; MASSOURAS, 2007; MADUREIRA et al., 2012; VENICA; PEROTTI;
BERGAMINI, 2014) e com menor frequéncia na analise de leite fluido (MARSILI et
al., 1981; MILAGRES et al., 2012).

Na determinagéo de acidos orgénicos por CLAE-FR sé&o utilizadas condi¢des
similares aos da CLAE-TI, principalmente no que se refere ao preparo da amostra,
tipo de detector, comprimento de onda e tempo de analise. A utilizagdo de coluna
C18 e de fase movel composta por tampao fosfato (pH ~2,2) adicionado de pequena
quantidade de acetonitrila ou metanol, sdo as principais diferengas encontradas. A
maior parte dos trabalhos também teve como foco principal a analise de lacteos
fermentados (ANDRES TENORIO; VILLANUEVA, 2015; BENSMIRA; JIANG, 2011;
MURTAZA et al., 2011; TORMO; 1ZCO, 2004).

Tormo; lzco (2004) apontam como principais vantagens da utilizacdo de
metodologias por CLAE-FR o uso de colunas mais baratas, maior facilidade na
otimizagdo do método, realizagdo da analise em temperatura ambiente e maior vida

util da coluna.

3.3.4.4 Métodos enzimaticos

A determinagcdo enzimatica do acido latico € baseada em uma série de
reagdes bioquimicas, catalisadas por enzimas especificas. De forma geral, o lactato
€ oxidado a piruvato na presenga de dinucleotideo de nicotinamida e adenina (NAD)
e da enzima lactato-desidrogenase (LDH), havendo a formagdo de NADH (NAD
reduzido). Nos métodos enzimaticos classicos, o NADH produzido é detectado
diretamente por absorbancia, ou indiretamente, pela formacdo de compostos
cromogénicos ou fluorescentes, cuja intensidade €& diretamente proporcional ao
conteudo inicial de lactato (KAN et al, 2015; KUMAR et al, 2016; NOLLET;
TOLDRA, 2010; SHAPIRO; SILANIKOVE, 2010) (Figura 3.4).
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Nos biossensores, a reagao enzimatica entre lactato e NAD também pode ser
catalisada por outras enzimas como a lactato oxidase (LOD), havendo a formagéo
de perdxido de hidrogénio, que por sua vez é detectado eletroquimicamente (CHEN
et al., 2015; NGUYEN-BOISSE et al., 2013).

Lactato + NAD" ‘PA,  piruvato + NADH + H'
NADH + sal de tetrazdlio — 3¢ gsais de formazan + NAD*

(Complexo colorido)

Lactato + NAD* %2 | piruvato + H,O;

Figura 3.3. Esquema de reagdes bioquimicas envolvidas da determinagao de acido
latico por métodos enzimaticos.

Os biossensores e os métodos enzimaticos classicos apresentam como
vantagens em relacdo aos métodos anteriormente descritos a especificidade,
rapidez, simplicidade, possibilidade de realizagdo em tempo real e menor geragao
de residuos. Como desvantagens, cita-se o custo e a impossibilidade de analise
multipla de &cidos organicos (BALLESTA-CLAVER; VALENCIA-MIRON; CAPITAN-
VALLVEY, 2008; CHEN et al., 2015; PALMISANO et al., 2001; KUMAR et al., 2016;
KAN et al., 2015 RATHEE et al., 2016).

3.3.5 Teores de acidos organicos em leite

Segundo Marsili et al. (1981), a determinagéo de acidos organicos em leites e
derivados € uma ferramenta potencialmente util para o monitoramento da qualidade.
Os autores propuseram uma metodologia por CLAE-ElI para quantificar
simultaneamente nove acidos organicos em diferentes produtos lacteos, incluindo o
leite em pd e o leite fluido integral. Na analise de amostras de leite em pd de boa
qualidade e de qualidade questionavel, diferencas consideraveis nos teores dos
acidos organicos, sobretudo citrico, latico, acético e propidénico foram encontradas
(Tabela 3.2).
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Tabela 3.2. Comparagao dos teores de acidos orgénicos em amostras de leite em

po.
Mglg
Acido Amostra Amostra de
controle qualidade duvidosa
Ordtico 479,0 457,0
Citrico 1.630,0 1.220,0
Piravico 25,0 44.8
Latico <150,0 4.320,00
Urico 103,0 75,3
Formico <100,0 <100,0
Acético <200,0 305,0
Propibdnico 497 2.010,0
Butirico <300,0 <300,0
Hipurico 85,2 42,7

FONTE: Marsili et al., 1981.

Estudos sobre a determinacdo dos acidos latico, citrico e ordtico em leites
fluidos in natura e processado sao apresentados na Tabela 3.3. A utilizacdo de
métodos cromatograficos, enzimaticos classicos e por biossensores foi
predominante. Apenas em cinco dos 22 estudos houve a determinacédo simultanea
dos trés acidos organicos. Em trés estudos foram empregadas metodologias por
CLAE-FR (BEVILACQUA, 1989; PEREZ-RUIZ et al., 2004; TORMO; 1ZCO, 2004) e
nos outros dois por CLAE-TI ou ElI (MARSILI et al., 1981; VENICA; PEROTTI;
BERGAMINI, 2014).

Foram observados valores menores que o limite de deteccdo e de até
1.497,0 mg/L para o acido latico, entre 936,0 e 2.169,6 mg/L para o acido citrico e
entre 22,7 a 125,7 mg/L para o acido orético. Com excegado de dois estudos de
ocorréncia para o acido oroético, todos os outros foram realizados com um numero de

amostras restrito (< 12).
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Tipo de leite N° Teores* (mg/L) Método analitico Referéncia

Acido latico

Processado 01 <60,0 CLAE - El Marsili et al., 1981

In natura 12 < 50,0 CLAE - FR Bevilacqua; Califano, 1989
In natura 01 28,8 a 33,3 Biossensor Skladal et al., 1993

Leite processado 06 8,6 a52,2 Enzimatico Marraza; Cagnini; Mascini, 1994
In natura 02 N&o detectado CLAE - TI Mullin; Emoons, 1997
Pasteurizado e UHT 03 22,5a54,0 Enzimatico e biossensor Palmisano et al., 2001

In natura e pasteurizado 03 14,4 a 67,5 Enzimatico e biossensor Torriero et al., 2003

UHT 03 1.047,0 a 1.497,0 CLAE - FR Pérez-Ruiz et al., 2004

In natura 01 174,0 CLAE - FR Tormo; Izco, 2004

In natura 08 15,4 a 20,1 Biossensor Zaydan; Dion; Bouijtita, 2004
In natura 01 23,4 Enzimatico Shapiro; Silanikove, 2010

In natura 02 6,0 Biossensor Bori et al., 2012

In natura 01 3942 CLAE - El Milagres et al., 2012

In natura 01 200,0 CLAE - TI Vénica, Perotti, Bergamini, 2014
In natura 01 25,7 Enzimatico Kumar et al., 2016

Acido citrico

Processado 01 940,0 CLAE - El Marsili et al., 1981

In natura 12 1.610,0 CLAE - FR Bevilacqua; Califano, 1989
In natura 02 1.550 a 1.580,0 CLAE -TI Mullin; Emoons, 1997

*teores médios ou faixa de concentragao; N°: nimero de amostras; CLAE: Cromatografia liquida de alta eficiéncia; FR: fase reversa; Tl: troca idnica.

Continua.
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Tipo de leite N Teores* (mg/L) Método analitico Referéncia

UHT 03 936,0 a 1.624,0 CLAE - FR Pérez-Ruiz et al., 2004

In natura 01 1.480,0 CLAE - FR Tormo; Izco, 2004

In natura 24 1.862,4 a 2.169,6 CLAE - FR Garnsworthy et al., 2006

In natura 04 1.747,2 a 1.827,8 Enzimatico e CLAE Shapiro; Silanikove, 2011

In natura 02 1.680,0 a 1.769,0 CLAE - TI Vénica, Perotti, Bergamini, 2014
Acido orético

In natura 80 63,9a121,0 Microbioldgico Hallanger; Laakso; Schultze, 1953
Processado 01 83,6 CLAE - El Marsili et al., 1981

In natura (vacas individuais) 2.250 53,8 CLAE - FR Counotte, 1983

In natura 12 35,0 CLAE - FR Bevilacqua; Califano, 1989
Pasteurizado, UHT e em pé 10 22,7 a 39,3 Biosensor e enzimatico Anastasi et al., 2000

In natura 08 23,9 a46,0 CLAE - FR Indyk; Woollard, 2004

In natura 01 104,0 CLAE - FR Tormo; Izco, 2004

In natura, pasteurizado e UHT 16 56,0 a 125,7 CLAE - TI Cataldi et al., 2006

In natura 02 82,4 a 86,5 CLAE - TI Vénica, Perotti, Bergamini, 2014

*teores médios ou faixa de concentragao; N°: nimero de amostras; CLAE: Cromatografia liquida de alta eficiéncia; FR: fase reversa; TI: troca iGnica.
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3.4 Confiabilidade de metodologias analiticas

Segundo o guia Eurachem (2014), boas praticas de medigdo analitica
envolvem seis principios basicos:

e as medidas analiticas devem satisfazer um objetivo definido;

e metodos e equipamentos utilizados nas determinagcbes devem ser avaliados,
garantindo sua adequacéo a finalidade proposta;

e 0s analistas devem possuir qualificagao e capacidade técnica para realizar tal
atividade;

e deve haver avaliagbes regulares e independentes do desempenho de um
laboratoério;

e as medicdes realizadas devem ser consistentes em comparagédo com aquelas
realizadas em outro laboratério;

e as organizagdes que fazem medi¢des analiticas devem definir procedimentos
de controle e garantia de qualidade.

A disponibilidade de métodos analiticos confiaveis, adequados ao uso e
rastreaveis € de suma importancia para a analise de alimentos, tanto no que diz
respeito a determinacéo da qualidade e composi¢ao do alimento, quanto em relagao
a investigagdo de adulteragdes e contaminagdes. Dados analiticos ndo confiaveis
podem conduzir a decisbes desastrosas e a prejuizos legais e comerciais
irreparaveis. Laboratérios de analise de alimentos que atuam nas mais diferentes
atividades (regulagédo, prestacdo de servicos ou controle de qualidade interno)
devem dispor de meios e critérios para estabelecer e executar suas metodologias
analiticas. Os ensaios realizados devem conduzir a resultados confiaveis e
adequados a qualidade pretendida (INMETRO, 2016; BANSAL et al., 2015;
KALIVAS et al., 2014; RIBANI et al., 2004).

3.4.1 Validagao
Validar um método é confirmar, por meio de exames e fornecimento de

evidéncia objetiva, que os requisitos especificos de um determinado uso pretendido
estdo atendidos (ABNT, 2005; INMETRO, 2016; VIM, 2012).
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Para realizar esta confirmacido, a avaliacdo de diferentes parametros de
desempenho é indicada, sendo estes descritos em varios documentos orientativos.
Os parametros mais comumente avaliados para métodos sao: sensibilidade,
seletividade, linearidade, limite de deteccao, limite de quantificagcdo, veracidade,
precisao (ABNT, 2005; EC, 2002; EURACHEM, 2014; FDA, 2015; INMETRO, 2016;
THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002; VIM, 2012). Na abordagem qualitativa, s&o
aplicaveis parametros de desempenho como taxa de falsos resultados, taxa de
confiabilidade, taxa de seletividade, taxa de sensibilidade, limite de detecc¢ao, regido
de perda de confiabilidade, acordancia, concordancia e robustez (GONDIM;
JUNQUEIRA, SOUZA, 2011; GONDIM et al., 2014).

A validagcao de métodos se faz necessaria sempre que nao forem utilizados
métodos normalizados, isto é, quando forem desenvolvidos novos métodos, na
expansao do escopo ou de matrizes e nas alteragbes ou adaptagdes de
metodologias. Quando utilizados métodos normalizados, a confirmagdo da
capacidade de operagao adequada do método também se faz necessaria (ABNT,
2005; FDA, 2015).

A validagao também é considerada uma ferramenta extremamente importante
por ser requisito obrigatorio para a acreditagdo laboratorial a norma ABNT NBR
ISO/IEC 17025: 2005, que trata dos “Requisitos gerais para competéncia de
laboratérios de ensaio e calibragdo” e muitas vezes é exigida em questdes legais,
comerciais e de certificacdo (ABNT, 2005; KUMAR et al., 2012; SOUZA, 2007)

As validagdes podem ser classificadas como intralaboratoriais, quando todo o
procedimento realizado envolve um unico laboratério ou como interlaboratoriais ou
validacdo completa, quando é realizado um estudo colaborativo entre laboratorios
para comprovar a adequacdo do método ao uso. A validacao intralaboratorial sera
sempre uma etapa precedente a validagcdo completa, e esta ultima ira confirmar o
desempenho do método em condigbes de maior variabilidade (THOMPSON;
ELLISON; WOOQOD, 2002).
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3.4.2 Parametros de desempenho para métodos quantitativos

3.4.2.1 Sensibilidade e seletividade

A sensibilidade corresponde a uma alteragdo na resposta obtida em funcéo
da alteracdo na concentracédo do analito de interesse. Quanto maior a capacidade do
método em determinar a diferenca entre dois niveis de concentragdo muito
proximos, maior sera a sua sensibilidade. Para os métodos que envolvem a
construgcado de curvas de calibragao, este parametro normalmente é avaliado pelo
valor de inclinagdo da mesma. Ja a seletividade esta relacionada com a capacidade
do método em determinar um analito individualmente, sem a interferéncia de outros
componentes que podem estar presentes na amostra e que tenham um
comportamento semelhante (FDA, 2015; VIM, 2012).

Segundo Gonzalez & Herrador (2007), como € impraticavel considerar todas
as interferéncias potenciais, € aconselhavel estudar apenas os casos mais provaveis
e criticos. Tais interferentes devem ser determinados considerando o fundamento do

meétodo, a constituicdo da matriz e o analito de interesse.

3.4.2.2 Linearidade

A linearidade de um método refere-se a sua capacidade em obter resultados
diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra (EURACHEM,
2014; INMETRO, 2016).

N&o é recomendado que a linearidade de um método seja observada apenas
por meio de graficos de resultados de respostas em fungdo da concentragdo do
analito. Valores dispersos, homogeneidade das variancias e independéncia dos
residuos dos dados sdo parametros que devem ser avaliados, utilizando ferramentas
estatisticas especificas, anteriormente a analise de regressao e verificagdo do ajuste
ao modelo linear (INMETRO, 2016; SOUZA; JUNQUEIRA, 2005).
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3.4.2.3 Efeito de matriz

Em alguns documentos orientativos a avaliagdo do efeito de matriz é descrita
juntamente com a avaliagdo da seletividade e se considera que se o método &
seletivo, ndao ha efeito de matriz (EURACHEM, 2014; INMETRO, 2016). Ja o
documento orientativo da IUPAC (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002) e Souza
(2007) recomendaram verificar a ocorréncia do efeito de matriz em concomitancia
com o estudo da linearidade do método, a partir da elaboracido de curvas de
calibracdo simples em solvente e em matriz, e comparagao estatistica entre as
intersegdes e inclinagdes das duas curvas.

A avaliacéo do efeito de matriz tal qual recomendado por Souza (2007), foi
realizada em trés diferentes estudos de validagao de métodos cromatograficos para
a determinagdo de semicarbazida em alimentos infantis, hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos em café, e pesticidas em morangos. Embora efeito de matriz ndo tenha
sido observado nos dois primeiros, o contrario ocorreu para alguns pesticidas
analisados no morango (PISSINATTI et al., 2015; SOARES et al., 2013; SOUZA;
JUNQUEIRA; GINN, 2005).

Belo et al. (2017) sistematizaram um procedimento para avaliar efeitos de
matriz na analise de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos em graos de café e
cacau torrados, utilizando cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas com dilui¢ao isotdpica. Os autores enfatizam a importancia da avaliagdo dos
efeitos da matriz, mesmo para esse tipo de método, onde se utiliza uma abordagem

de dilui¢cao de iso6topos.

3.4.2.4 Limites de detecc¢ao e limite de quantificagcao

O limite de detecgdo (LD) do método é definido como a menor quantidade ou
concentracdo do analito que pode ser distinguida do zero, enquanto o de
quantificacdo (LQ) corresponde a menor quantidade que pode ser determinada com
um nivel de precisdo aceitavel (FDA, 2015; THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002).

Existem varias formas de se calcular o limite de deteccdo de um método,
entre elas estdo a percepcgao visual, a estimativa da relagcéo sinal/ruido em métodos

instrumentais e a avaliagao da inclinagdo da curva de calibragéo (INMETRO, 2016).
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Um procedimento muito usual e relatado em documentos orientativos para
determinar o LD e LQ tedricos € a realizagado de analises com replicatas de branco
de amostras ou de amostras com baixo teor do analito, determinagdo do desvio
padrao amostral e estimativa dos parametros a partir dos teores médios encontrados
acrescidos de trés (LD) e dez (LQ) vezes o desvio padrao obtido (EURACHEM,
2014; INMETRO, 2016). Este processo foi utilizado por Rakita et al. (2014) e
Petrarca; Rossi; Sylos (2016) para a determinacdo do LD e LQ na validagdo de

meétodos para analise de gluten em trigo e micotoxina em arroz, respectivamente.

3.4.2.5 Veracidade e precisao

De acordo com o Vocabulario Internacional de Metrologia (VIM, 2012), a
veracidade esta relacionada com o grau de concordancia entre a média obtida a
partir de infinitas medidas de um determinado material e um valor de referéncia. Na
impossibilidade de realizar medidas infinitas, a veracidade € normalmente avaliada
em termos de tendéncia. Os processos comumente utilizados para avaliar a
tendéncia de um método envolvem o uso de materiais de referéncia certificados
(MRC), a participagdo em comparagdes interlaboratoriais, a comparacdo com
métodos de referéncia e a realizagdo de ensaios de recuperagao (INMETRO, 2016;
VIM, 2012).

Ja a precisao indica o grau de concordancia entre os valores obtidos com
medic¢des repetidas em condi¢des de repetibilidade (local, analista, tempo e outras
condigbes analiticas, as mais similares possiveis), de precisdo intermediaria
(condi¢des similares de local e procedimento e diferentes de tempo, analistas e
outros) e de reprodutibilidade (diferentes locais, analistas e outros) (INMETRO,
2016; VIM, 2012).

A avaliacdo da adequacdo dos resultados obtidos para a tendéncia é
realizada a partir da comparagao dos resultados obtidos com o valor designado para
o MRC, quando disponivel, ou também a partir dos valores obtidos para
recuperacao. Alguns documentos orientativos apresentam valores de referéncia para
este parametro, em diferentes faixas de concentragdo (AOAC, 2012b; EC, 2002).

Os resultados para a precisdo sao expressos em termos de desvio padrao

relativo, tanto em condicdes de repetibilidade como em condicbes de preciséo
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intermediaria (DPR; e DPRRg, respectivamente) e normalmente avaliados em
comparagao com os valores de referéncia, que podem ser obtidos por exemplo, a
partir da utilizacdo da equacado de Horwitz ou da fragcdo HorRat. A determinagao
desses valores de referéncia é realizada a partir de modelos matematicos que se
baseiam na variabilidade dos resultados em fungcdo da concentragdo do analito
(AOAC, 2012; INMETRO, 2016; HORWITZ; ALBERT, 2006).

3.4.3 Parametros de desempenho para meétodos qualitativos

Uma analise qualitativa envolve a identificacdo ou classificagdo de uma
substancia a partir de uma resposta binaria “sim” ou “nd0” para um dado nivel de
concentracéo do analito (EURACHEM, 2014).

Diferentemente dos métodos quantitativos, poucas sdo as informagdées nos
documentos orientativos sobre os parametros de desempenho para avaliagdo de
meétodos qualitativos. O INMETRO (2016) cita que seletividade, limite de deteccéo e
robustez (opcional) devem ser determinados, entretanto, ndo faz nenhum tipo de
recomendacgao diferenciada para a execug¢ao dos ensaios ou para a avaliagao dos
resultados.

Os parametros de limite ou capacidade de deteccdo, seletividade e
sensibilidade sdo apresentados no guia Eurachem (2014). Segundo este guia, o LD
€ determinado a partir da analise aleatdria de amostras em diferentes niveis de
concentracdo, em no minimo 10 replicatas para cada nivel. Graficos de percentual
de respostas positivas em funcdo da concentracido devem ser construidos, e o LD é
estabelecido como o valor de concentragcdo para o qual se obteve percentual de
falso negativo inferior a 5%. A seletividade é dada em fungdo da razédo entre
resultados negativos obtidos e o total de resultados negativos esperados e a
sensibilidade em funcdo da razdo entre resultados positivos obtidos e o total de
resultados positivos esperados.

Ja no documento orientativo para validagdo de métodos da Food and Drug
Administration (FDA, 2015) é recomendada uma avaliagdo minima dos parametros
de sensibilidade, seletividade, taxa de falso positivo, taxa de falso negativo,
concentracdo minima detectavel (equivalente ao limite de detecgao), robustez e

confirmacéao de identidade (métodos de screening). O critério de avaliagdo do LD é



58

igual ao do guia anterior (< 5% de taxa de falso negativo) e também é estabelecido
um critério para obtencédo de taxas de falso positivo entre 10% e 15%, desde que
sejam realizados métodos confirmatdrios adicionais para as amostras positivas. A
diferenga entre o numero de replicatas recomendadas para a analise utilizando
meétodos qualitativos e quantitativos € pequena, tanto nas determinacdes intra como
interlaboratoriais. Por exemplo, para uma validagdo intralaboratorial classificada
como nivel de complexidade analitica “2”, sdo necessarias analises de 6 ou 9
replicatas por nivel de concentragdo, para o método quantitativo e qualitativo,
respectivamente (FDA, 2015).

Justamente devido a falta de referéncias bem estabelecidas, Gondim et al.
(2014) propuseram um procedimento detalhado e sistematizado para a validacao de
meétodos qualitativos. Foram propostas as etapas de testes preliminares para a
definigdo do intervalo de concentracdo (1); estudo das taxas de falsos resultados,
regidao de perda de confiabilidade, limite de deteccdo e valores de acordancia
(repetibilidade) e concordancia (precisao intermediaria) (2); estudo de seletividade
(3) e estudo de robustez (4). Os autores enfatizaram a importancia de se incluir um
numero significativo de amostras e niveis de concentragéo, visto que os métodos
qualitativos resultam em uma resposta binaria. Por exemplo, para a realizacdo da
segunda etapa, é sugerido o preparo de amostras em entre 5 e 10 diferentes niveis
de concentragdo, mais amostras negativas, em 30 replicatas por nivel. O uso de
material de referéncia certificado, a aleatorizagcdo da analise e o desconhecimento

da concentragdao das amostras para o analista também foi recomendado.

3.4.4 Incerteza de medicao

A incerteza é definida como um parametro associado ao resultado de uma
medi¢ao, que caracteriza a dispersdo dos valores que poderiam razoavelmente ser
atribuidos ao mensurando. E sabido que, mesmo quando todos os componentes de
erro conhecidos ou presumidos tenham sido avaliados e a correcao adequada
realizada, ainda permanecera uma incerteza sobre a veracidade do valor declarado
(EURACHEM, 2012; JCGM, 2008).

A estimativa da incerteza de medicdo € recomendada como uma

determinacdo complementar a validagdo analitca e ¢é considerada uma



59

caracteristica dos dados obtidos (EURACHEM, 2014). Segundo a norma ABNT
ISO/IEC 17.025:2005, o laboratério deve utilizar de procedimentos apropriados para
estimar a incerteza de seus ensaios analiticos (ABNT, 2005).

Em linhas gerais, a incerteza de medigao € obtida a partir da definicao das
fontes de variacéo e aplicacdo de equagdes e modelos matematicos para obtengao
das incertezas combinada e expandida (EURACHEM, 2012; JCGM, 2008).

A estimativa deste parametro em complementacdo a validagao de
metodologias para a analise de alimentos tem sido cada vez mais explorada, como
pode ser observado nos estudos de Kilig; Yenisoy-Karakas; Kili¢ (2015), Rakita et al.
(2014); Rezende, Carmo, Esteves (2015) e Petrarca; Rossi; Sylos (2016).
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4 CAPITULO 1. DESEMPENHO DE METODOS OFICIAIS PARA VERIFICAGAO
DA ADULTERAGAO DO LEITE POR ADIGAO DE NEUTRALIZANTES

RESUMO

A aplicabilidade dos métodos oficiais qualitativos do acido rosdlico e da fenolftaleina,
e quantitativo da alcalinidade das cinzas para avaliar a adulteragdo por adigao de
neutralizantes no leite foi estudada. Para os métodos qualitativos, taxas de falso-
positivos nulas e taxas de seletividade de 100,0% foram estimadas para as amostras
de leite in natura acidificadas, sem adi¢cao de neutralizantes. Para o método do acido
rosolico, taxas de confiabilidade entre 93,3% e 100,0% foram alcangcadas apenas
para os niveis mais concentrados de hidroxido, bicarbonato e carbonato de sédio
(0,050 g/100 mL, 0,300 g/100 mL e 0,080 g/100 mL, respectivamente). O método da
fenolftaleina nao foi capaz de detectar o hidréxido de sédio, em nenhum dos niveis
de concentragao estudados. Taxas de confiabilidade de 86,7% (carbonato de s6dio)
e 100,0% (bicarbonato de sdédio) foram obtidas apenas para o ultimo nivel de
concentracdo avaliado. Os valores de acordancia e concordancia indicaram
padronizagao adequada da metodologia para as amostras de leite sem adi¢cao de
neutralizantes e para aquelas com taxa de confiabilidade de 100,0%. Sensibilidade
inadequada (limite de quantificacdo experimental de 0,058 g/100 mL), falta de
seletividade na presenga de estabilizantes de leite UHT e elevada variabilidade
(DPR; entre 6,3% e 271,1% e DPRRg entre 12,0% e 271,1%) foram observados para
o0 método de alcalinidade das cinzas. Os teores de alcalinidade das cinzas no leite in
natura acidificado somente sofreram alteragbes significativas (p < 0,05) e foram
quantificados com confiabilidade quando foi adicionada quantidade elevada de
hidréxido de sédio (0,050 g/100 mL). Tendo em vista a relevancia da investigagdo da
adulteracao do leite por adigdo de neutralizantes, a avaliagdo do desempenho das
trés metodologias mostrou as limitagdes individuais e evidenciou a necessidade de
otimizacao destas para adequacao ao proposito de uso ou do estudo de alternativas

metodoldgicas de maior eficacia.

Palavras-chave: acido rosolico, fenolftaleina, alcalinidade das cinzas, sensibilidade,

seletividade, fraude.
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4.1 Introducéao

A ocorréncia da adulteracdo do leite € uma pratica comum, sobretudo nos
paises em desenvolvimento, localizados na Africa, Asia e América do Sul.
Adulterantes como formol, ureia, amido, neutralizantes da acidez, detergentes,
cloreto de sdédio, agucares, peréxido de hidrogénio e agua sdo comumente
pesquisados e detectados em leites de diferentes espécies, processamentos
distintos e em varias etapas da cadeia produtiva (AZIZ; KHAN, 2014; CHANDA et al.,
2012; FIRMINO et al., 2010; MANSOUR; EL-LOLY; AHMED, 2012; TAMANINI,
2012; WASUPALLI; SAI; KAUR, 2015).

A adicédo de neutralizantes ao leite é realizada no intuito de corrigir a acidez
excessiva, decorrente da fermentacdo da lactose por acdo microbiana. A
neutralizagdo do leite com hidroxido, carbonatos e bicarbonatos de sodio
invariavelmente aumentara o pH, o teor de cinzas e a alcalinidade das cinzas do
leite (KUMAR et al., 2016; SINGH; GANDHI, 2015).

Neutralizantes da acidez podem ser detectados no leite pelos métodos da
fenolftaleina, do acido rosdlico ou da alcalinidade das cinzas. A determinagéao do pH
e da acidez titulavel também sao indicativos da ocorréncia de adulteragdo. Tais
metodologias sdo fundamentadas nas alteragbes de pH e de minerais no leite, em
funcdo da adigéo dos neutralizantes (SINGH; GANDHI, 2015).

Os métodos classicos para a determinacdo de neutralizantes em leite foram
publicados ha varias décadas e ainda constam como métodos oficiais em paises
como Brasil e india (AOAC, 1941; AOAC, 2012; BRASIL, 1981; BRASIL, 2006;
INDIA, 1960; INDIA, 2015). A pesquisa de neutralizantes da acidez, sobretudo com a
utilizacdo do método do acido rosélico, € comumente utilizada na investigagao de
fraudes (KANDPAL; SRIVASTAVA; NEGI, 2012; INDUMATHI; REDDY, 2015;
KUMAR et al., 2015; RAMYA et al., 2015; SINGULURI; SUKUMARAN, 2014). No
entanto, apesar da utilizacdo rotineira, sdo poucas as informacdes sobre o
desempenho e a confiabilidade destes métodos, sendo questionavel sua
sensibilidade na ocorréncia de adulteragdes com baixos teores de neutralizantes
(BRASIL, 2006; GONDIM, 2016; INDIA, 2012; INDIA, 2015; KUMAR et al., 2016;
SOWMYA et al., 2013).
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Os métodos qualitativos sdo baseados numa resposta binaria simples
(“detectado ou “ndo detectado”), o que torna possivel a detecgdo de analito com
maior rapidez e simplicidade operacional e com menor custo e geragao de residuos
(SOUZA et al., 2014; VIEIRA et al., 2013). Todavia, assim como para os meétodos
quantitativos, & importante garantir a confiabilidade de seus resultados e confirmar
sua adequagao ao uso proposto (GONDIM et al., 2014; GONDIM et al., 2015).

Trabalhos sobre a avaliagdo de desempenho e validagdo de métodos
qualitativos para a detecgao de adulteragdes em leite sao restritos, além de nao ser
observada uma uniformizagao quanto aos parametros avaliados (BOTELHO et al.,
2015; GONDIM et al., 2014; GONDIM et al., 2015; SILVA et al., 2015).

Neste estudo, os métodos oficiais para identificacdo (método do acido rosdlico
e da fenolftaleina) e determinacédo (método da alcalinidade das cinzas) da fraude do
leite por adicdo de neutralizantes foram estudados, utilizando tanto a abordagem
qualitativa como a quantitativa. A aplicabilidade dos métodos, principalmente em
relagao a seletividade na presencga de estabilizantes de leite UHT e em baixos niveis

de adicao de neutralizantes também foi avaliada.

4.2 Material e métodos

Os ensaios analiticos foram conduzidos nas instalacbes do Laboratério de
Quimica Bromatoldgica (LQB) do Servigo de Quimica e do laboratério do Servigo de
Microscopia de Produtos, do Instituto Octavio Magalhdaes (Laboratério Central de
Saude Publica de Minas Gerais/ LACEN-MG) da Fundagao Ezequiel Dias.

As vidrarias, instrumentos e equipamentos de medigao utilizados neste
trabalho possuiam calibracdo vigente, realizada por empresas acreditadas pelo
Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade Industrial (INMETRO) e

pertencentes a Rede Brasileira de Calibracao (RBC).
4.2.1 Amostras
Foi utilizado leite in natura proveniente da Fazenda Experimental Professor

Hélio Barbosa da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais

em lgarapé (Minas Gerais, Brasil).
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Para os procedimentos de validagcdo, oito amostras de leite com
aproximadamente cinco litros cada, obtidas entre julho de 2013 e janeiro de 2014, e
em setembro de 2016 foram utilizadas. A coleta foi realizada diretamente do tanque
de expanséao entre 2 a 3 horas apds a ordenha matutina. O leite foi imediatamente
transportado para o laboratério em condi¢des de refrigeragao (4 °C por até 1 hora),
caracterizado quanto ao atendimento aos requisitos fisico-quimicos previstos no
Padréo de Identidade e Qualidade do produto (aspecto, cor, odor, densidade a 15 °C
em g/mL, gorduras em g/100 g, sélidos totais em g/100 g, solidos ndo gordurosos
em g/100 g, acidez titulavel em g de acido latico/100 mL e indice crioscopico em °H)
e mantido em temperaturas inferiores a 7 °C até o momento da analise (BRASIL,
2006; BRASIL, 2011).

4.2.2 Equipamentos

Os equipamentos utilizados para a realizagdao das analises foram: balanca
analitica eletrénica (Mettler Toledo, modelo AG 285, 0,0001 g de resolugéo), banho
termostatico com ajuste eletrénico de temperatura (Cientec, modelo Dubnoff CT-232,
0,1 °C de resolugao), chapa aquecedora com agitacdo magnética (Corning, modelo
PC4200) e mufla (Lavoisier, modelo 402D).

4.2.3 Reagentes e solugdes

Todos os reagentes e padrdes utilizados foram de grau de pureza apropriado,
cujos valores encontravam-se descritos em seus respectivos certificados de analise.
No preparo de solugdes, foi observada a pureza dos reagentes e corrigido quando
necessario.

Os reagentes utilizados e suas respectivas purezas foram: acido cloridrico
(37%), acido sulfurico (96%), fosfato de sddio monobasico (98%) e fosfato de sodio
dibasico (99,8%) da Merck (Darmstadt, Alemanha); carbonato de sddio (99,5%) da
Fluka (Buchs, Suiga); alcool etilico (99,8%), citrato de sddio tribasico (100%), acido
rosolico, cloreto de calcio (103,7%), fenolftaleina, fucsina basica (C.l. 42510) e
fosfato de sodio tribasico (99%) da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil); bicarbonato de
sédio (100,3%) e hidroxido de sédio (98,9%) da Sigma-Aldrich (Saint Louis, USA),
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acido rosodlico da F. Maia (Belo Horizonte, Brasil) e mix comercial de fosfatos — Mix
Viva L 80: mistura de tripolifosfato, fosfato monossodico e dissodico (56,9 a 58,9%
em P,05), grau alimenticio, para uso como estabilizante em leite e derivados, da
Vivare (Matias Barbosa, Brasil).

Para a deteccdo de neutralizantes em leite, foram utilizadas solugbes de
alcool etilico (99,8% v/v) neutralizado, acido rosolico (2,0 g/100 mL) em alcool etilico
neutralizado (método do acido rosélico); hidroxido de sédio 0,1 mol/L, acido sulfurico
0,0125 mol/L, fenolftaleina (1,0 g/100 mL) em alcool etilico neutralizado, solugao
estoque de fucsina basica em alcool etilico (0,12 g/100 mL) e solugéo de trabalho de
fucsina basica em alcool etilico 50% (0,00024 g/100 mL) (método da fenolftaleina).

Para a determinacdo da alcalinidade das cinzas e acidez titulavel, foram
utilizadas solugdes padronizadas de hidréxido de sdédio 0,1 mol/L e acido cloridrico
0,1 mol/L, cloreto de calcio (40,0 g/100 mL) e fenolftaleina (1,0 g/100 mL) em alcool
etilico neutralizado e as solugdes para referéncia de cor (ponto final da titulagéo),
citadas anteriormente para o método da fenolftaleina.

Todas as solugdes citadas foram preparadas conforme descrito na Instrugao
Normativa n°® 68/2006 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento -
MAPA (BRASIL, 2006).

Para a avaliagao o desempenho dos métodos na presenga de neutralizantes
e para o estudo da seletividade, foram utilizadas solugbes aquosas recém-
preparadas dos estabilizantes nas concentragdes de 10,0 g/100 mL (citrato de sédio,
mix de fosfatos, fosfatos monossddico, dissédico e trissddico) e dos neutralizantes
(hidréxido de sodio a 5,0 g/100 mL e 10,0 g/100 mL, carbonato de sédio a 5,0 g/100
mL e bicarbonato de sédio a 10,0 g/100 mL).

4.2.4 Metodologias analiticas

A detecgdo de neutralizantes em leite (métodos do acido rosdlico e da
fenolftaleina), a determinacdo do residuo mineral fixo, da alcalinidade das cinzas e
da acidez titulavel foram realizadas conforme descrito nas metodologias oficiais
brasileiras (BRASIL, 2006) (Figuras 4.1 e 4.2).

Para a deteccdo de neutralizantes pelo método da fenolftaleina, utilizou-se

como referéncia de coloragcdo résea para interpretacdo do resultado final, uma
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amostra de leite (10 mL) adicionada de 1 mL da solugdo de trabalho de fucsina
basica, preparada no momento da analise. Como a metodologia n&o estabelece um
padrdao de referéncia da coloragdo résea e o fundamento analitico do método é
semelhante ao da acidez titulavel (para qual é descrita a utilizagdo do padrao de
referéncia: coloragao ligeiramente rosea), optou-se por utilizar a mesma referéncia

de coloracido em ambos os métodos.
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Figura 4.1. Fluxogramas para a pesquisa de neutralizantes da acidez em leite,

utilizando o método do acido rosolico (A) e o método da fenolftaleina (B).

Fonte: Instrucdo Normativa n° 68 - MAPA (BRASIL, 2006), adaptado.
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Figura 4.2. Fluxograma para a determinagdo do residuo mineral fixo e da

alcalinidade das cinzas em leite.
Fonte: Instrucdo Normativa n° 68 - MAPA (BRASIL, 2006), adaptado.
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4.2.5 Avaliagcao do desempenho dos métodos oficiais qualitativos para analise de

neutralizantes em leite

Para avaliar o desempenho dos métodos do acido rosolico e da fenolftaleina
na detecgdo de neutralizantes da acidez, o leite in natura foi induzido a acidificagao
microbiana em condi¢des laboratoriais controladas (incubagéo do leite em banho de
agua, em temperatura de 37 + 1 °C, até que a acidez titulavel extrapolasse os limites
da legislacao vigente), no intuito de simular o que ocorre indevidamente na cadeia
produtiva: armazenamento inadequado, desenvolvimento microbiano e consequente
aumento da acidez titulavel, seguida da adigao ilicita de substancias neutralizantes.

Foram analisadas amostras de leite acidificadas e amostras acidificadas
adicionadas de neutralizantes da acidez (bicarbonato de sodio, carbonato de sédio e
hidroxido de sodio) em diferentes niveis de concentragdao. Os niveis de adi¢cdo de
cada neutralizante foram previamente determinados, de forma que se fossem
obtidas amostras finais de leite com diferentes teores de acidez titulavel, que se
enquadrassem ou extrapolassem o intervalo preconizado pela legislagdo vigente
(0,14 g/100 mL a 0,18 g/100 mL) (BRASIL, 2011). Dessa forma, pretendia-se avaliar
a sensibilidade dos métodos e averiguar se a adigdo de neutralizantes ao leite em
quantidades suficientes apenas para neutralizar a acidez excessiva era detectada.

Para cada neutralizante estudado, cerca de 4 litros de leite foram mantidos
em banho de agua (37 £ 1 °C) entre 8 e 9 horas, até que a acidez titulavel atingisse
0,19 £ 0,01 grama de acido latico/100 mL de leite.

Apos a acidificacgao, o leite era imediatamente resfriado em banho de gelo até
atingir temperaturas menores ou iguais a 7 °C, para entédo ser utilizado no preparo
das amostras adicionadas de neutralizantes, para a avaliagcdo do desempenho dos
métodos.

4.2.5.1 Delineamento experimental para avaliagao das taxas de falso positivo, falso
negativo, sensibilidade, seletividade e confiabilidade, seletividade, limite de
deteccgao, acordancia e concordancia

Os neutralizantes da acidez (bicarbonato de sddio, carbonato de sédio e

hidroxido de sddio) foram adicionados ao leite em no minimo seis niveis de
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concentracdo além do branco, e em replicatas independentes para cada nivel
(Tabela 4.1).

Para cada método qualitativo e neutralizante estudado, conforme proposto por
Gondim et al. (2014), foram realizadas trés baterias analiticas distintas, variando-se
dias, analistas e solugbes. Em cada bateria eram analisadas dez replicatas para
cada nivel de concentragdo e também para o leite acidificado sem adicdo de
neutralizantes, totalizando entre 210 e 240 replicatas por analito (Figura 4.3). Para
garantir independéncia, as amostras foram preparadas e analisadas em ordem
aleatédria e desconhecida para os analistas. Em cada bateria analitica trés replicatas
de cada nivel, sorteadas aleatoriamente, também foram utilizadas para a
determinacao da acidez titulavel, de acordo com a metodologia n°® 947.05 (AOAC,
2012b).
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Tabela 4.1. Descricdo do preparo de solugdes padrdo para cada neutralizante

estudado: niveis de concentragao, aliquotas de solucao e volume de leite utilizado.

Neutralizante* Aliquota de neutralizante Volume de leite
(9/100 mL) utilizada (mL) (mL)
Hidroxido de sddio (solugdo de uso de 5,0 g/100 mL)
0,000 0,000 50,00
0,002 0,020 49,98
0,005 0,050 49,95
0,010 0,100 49,90
0,015 0,150 49,85
0,030 0,300 49,70
0,050 0,500 49,50
Bicarbonato de sddio (solugdo de uso de 10,0 g/100 mL)
0,000 0,000 50,00
0,005 0,025 49,98
0,010 0,050 49,95
0,020 0,100 49,90
0,060 0,300 49,70
0,150 0,750 49,25
0,300 1,500 48,50
Carbonato de sodio (solugdo de uso de 5,0 g/100 mL)
0,000 0,000 50,00
0,005 0,050 49,95
0,015 0,150 49,85
0,025 0,250 49,75
0,040 0,400 49,60
0,050 0,500 49,50
0,060 0,600 49,40
0,080 0,800 49,20

*concentracao final de neutralizante no leite.
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[ Neutralizantes 1,2 e 3 J

[ Métodos 1 e 2 ]

r r r
NO ..... N6 NO ..... N6 No ..... N6
R1 ... R10 R1 ... R10 R11 ... R20 R11 ... R20 R21 ... R30 R21 ... R30

Figura 4.3. Representagdo do delineamento experimental inteiramente casualizado
para a avaliacdo do desempenho dos métodos qualitativos para deteccdo de

neutralizantes em leite.

Neutralizantes: hidréxido de sédio (1), bicarbonato de sddio (2) e carbonato de sédio (3); Métodos:
pesquisa de neutralizantes — método do acido rosdlico (1); pesquisa de neutralizantes — método da
fenolftaleina (2); N: nivel de concentracdo de neutralizante da acidez; B: bateria analitica (1, 2 e 3); R:
replicata.

ApOs a realizagdo dos ensaios, foram estimadas, para cada nivel de
concentragcado as taxas de falso positivo (TFP), falso negativo (TFN), sensibilidade
(TSB), seletividade (TST) e confiabilidade (TCF), limite de detecgéo (LD), regido de
perda de confiabilidade (RPC), acordancia (ACO) e concordancia (CON), conforme
descrito por Gondim et al. (2014) (Tabela 4.2).

O método foi considerado seletivo quando foi obtida TST igual a 100% para
as amostras de leite acidificado sem adicao de neutralizantes. Estimou-se ACO e
CON por anélise combinatdria, sendo considerados aceitaveis os resultados iguais
ou superiores a 0,8 (obtengdo de um resultado negativo) desde que fora da RPC. A
RPC foi representada pela regiao entre 5% e 95% de resultados positivos, sendo
considerado como LD do método o limite superior da RPC (GONDIM et al., 2014).
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Tabela 4.2. Equagbes para obtencdo das taxas de falso positivo (TFP), falso
negativo (TFN), sensibilidade (TSB), seletividade (TST) e confiabilidade (TCF).

Taxa Expressao
Eal itivo (TFP) TFP; = FP; x 100 (Eq. 1)
also positivo q.
FP!' + TN,
_ TFN; = EN; x 100
Falso negativo (TFN) EN +_TP (Eq. 2)
o TSB; = TP; x 100
Sensibilidade (TSB) ) (Eq. 3)
TP!' + FN,
. TST; = TN; x 100
Seletividade (TST) ™ +_FP (Eq. 4)
o TCF;= TP; + TN; x 100
Confiabilidade (TCF) ’ ! (Eq. 5)

TP!' + TN!"" FP, + FN,

FP: numero de resultados falso positivos; TN: total dos resultados negativos corretos; FN: numero de
resultados falso negativos; TP: total de resultados positivos corretos; i: cada nivel de concentracgéo.
Fonte: Gondim et al., 2014.

4.2.5.2 Avaliacdo complementar da seletividade

Para avaliar a seletividade dos métodos na presenca de interferentes, foram
adicionadas ao leite in natura acidificado, de forma individual, solucbes de
estabilizantes utilizados no processamento de leite UHT: citrato de sddio, mix
comercial de fosfatos, fosfatos monossédico, dissédico e trissédico, nas
concentragdes de adigdo de 0,05 e 0,10 g/100 mL. Foram preparadas dez replicatas
independentes de cada nivel, que foram analisadas também de forma aleatéria e
desconhecida para o analista, em condicbes de repetibilidade. O método foi
considerado seletivo quando o interferente em questao néo alterou a TCF (GONDIM
et al., 2014).

Para o método da fenolftaleina, também foi avaliado o efeito supressor dos
estabilizantes (0,05 g/100 mL) na detecg¢ao do bicarbonato de sddio no menor nivel

de concentragcdo para o qual tenha sido obtida TCF de 100%, sendo tolerada uma
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taxa de no minimo 95% na presenca do potencial interferente (GONDIM et al.,
2014).

4.2.6 Avaliagcdo do desempenho do método oficial quantitativo de determinacgéo da

alcalinidade das cinzas

Para avaliar o desempenho da determinacdo da alcalinidade das cinzas na
investigacao da adulteracédo do leite por adicdo de neutralizantes, foram estudados
0s seguintes parametros de desempenho do meétodo: limites de deteccdo e
quantificacdo (LD e LQ) tedricos e experimentais, seletividade, precisdo em
condigdes de repetibilidade e precisao intermediaria (SOUZA; JUNQUEIRA; GINN,
2005; SOUZA; PINTO; JUNQUEIRA, 2007). O nivel de significancia adotado nos

testes de hipoteses foi de 5%.

4.2.6.1 Seletividade, limites de detecgdo e quantificagao, repetibilidade e precisao

intermediaria

Amostras de leite in natura e amostras de leite adicionadas individualmente
dos estabilizantes: fosfato monossaddico, dissédico e trissoédico, citrato de soédio e mix
de fosfatos na concentragao de 0,10 g/100 mL (quantidade maxima permitida pela
legislacéo vigente) foram utilizadas para a avaliacdo da seletividade, estimativa do
LD e LQ tedrico e experimental, e avaliacgdo da repetibilidade e precisao
intermediaria do método. As amostras para cada nivel foram analisadas em 12
replicatas independentes, em quatro baterias analiticas, variando-se dias, analistas e
solucdes.

Valores dispersos foram identificados pelo teste de Grubbs. A normalidade
dos residuos e a homogeneidade das variancias foram verificadas pelos testes de
Ryan-Joiner e Levene modificado, respectivamente (SOUZA; JUNQUEIRA; GINN,
2005; SOUZA; PINTO; JUNQUEIRA, 2007).

Para avaliacdo da seletividade, as médias obtidas em cada tratamento foram
comparadas utilizando o teste F para delineamento inteiramente casualizado e a
discriminagdo das médias foi realizada pelo teste de Tukey, ambos os testes ao

nivel de 5% de significancia.
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Os valores de LD e LQ tedricos foram obtidos a partir dos resultados obtidos
para as amostras de leite in natura (baixa concentracdo do analito). Foram
estimados como 3 e 10 vezes, respectivamente, o desvio padrao amostral obtido
(EURACHEM, 2014; INMETRO, 2016).

Foi considerado como LD experimental o menor teor médio de alcalinidade
das cinzas quantificado, independente do atendimento aos parametros de
repetibilidade e precisdo intermediaria. O LQ do método foi confirmado
experimentalmente, pela obtencdo de resultados aceitaveis para os parametros de
repetibilidade e precisao intermediaria (EC, 2002; SOUZA; PINTO; JUNQUEIRA,
2007).

Precisdo, sob condicbes de repetibilidade e precisdo intermediaria foram
estimadas por analise de variancia e expressas em termos de desvio padrao relativo
de repetibilidade (DPR;) e de precisdo intermediaria (DPRR). Para a avaliacdo da
precisao, as razées HorRat foram determinadas e consideradas satisfatérias quando
o produto da divisao fosse igual ou inferior a 2,0 (HORWITZ; ALBERT, 2006).

A veracidade nao foi avaliada, devido a indisponibilidade de material de
referéncia ou padrao analitico para determinagdo da alcalinidade das cinzas em
leite.

Ensaios complementares foram realizados utilizando amostras de leite in
natura frescas, acidificadas (0,19 = 0,01 g/ 100 mL), acidificadas e adicionadas de
hidroxido de sodio nas concentragcbées de 0,005 g/100 mL, 0,010 g/100 mL,
0,015 g/100 mL, 0,030 g/100 mL e 0,050 g/100 mL. Estas amostras foram
analisadas em trés replicatas independentes para a determinagao dos teores de
alcalinidade das cinzas e também de acidez titulavel. As médias de cada tratamento
também foram comparadas utilizando o mesmo procedimento do estudo de

seletividade.

4.3 Resultados e Discussao

O leite in natura utilizado nos experimentos atendeu a todos os requisitos
fisico-quimicos avaliados e previstos no Padrdao de Identidade e Qualidade do
produto (BRASIL, 2011). Apresentou aspecto, cor e odor adequados, densidade
relativa a 15 °C de 1,031 £ 0,001 g/mL, teor de gorduras de 3,8 + 0,3 g/100 g, teor
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de sodlidos totais de 12,6 £ 0,4 g/100 g, teor de sdélidos nao gordurosos de 8,8 + 0,2
g/100 g, acidez titulavel de 0,16 + 0,005 g de acido latico/100 mL e indice
crioscépico de -0,545 + 0,005 °H.

4.3.1 Desempenho de métodos oficiais qualitativos para analise de neutralizantes

em leite

4.3.1.1 Teores de acidez titulavel, taxas de falso positivo, falso negativo,
sensibilidade, seletividade e confiabilidade, regido de perda de confiabilidade

e limites de detecgao

O perfil de coloragao obtido na realizagao do método do acido rosdlico, para o
controle positivo e para as amostras de leite acidificadas e adicionadas de
neutralizantes em diferentes concentragdes esta ilustrado para o neutralizante

bicarbonato de sddio na Figura 4.4.

WS - P I U

]

Figura 4.4. Resultados analiticos para a pesquisa de neutralizantes em leite
acidificado, utilizando o método do acido rosdlico: controle positivo (1); amostra de
leite in natura acidificada sem adi¢cdo de neutralizantes (2); amostras de leite in
natura acidificadas, adicionadas de bicarbonato de sddio nas concentracbes de
0,005 g/100 mL (3), 0,010 g/100 mL (4), 0,020 g/100 mL (5), 0,060 g/100 mL (6),
0,150 g/100 mL (7) e 0,300 g/100 mL (8).
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Ambos os métodos qualitativos estudados apresentaram TFP de 0%, TST e
TCF de 100% para as amostras de leite in natura acidificadas, sem adi¢do de
neutralizantes da acidez, demonstrando a seletividade do meétodo na presenca

apenas dos constituintes do leite (Tabela 3).

Tabela 4.3. Taxas de falso-negativos, falso-positivos, de sensibilidade, de
seletividade e de confiabilidade obtidas na deteccdo de neutralizantes da acidez
pelos métodos do acido rosodlico e da fenolftaleina e estimativas das médias da
acidez titulavel, em amostras de leite in natura acidificadas em condi¢des

controladas.

Analito Acidez Desempenho dos métodos qualitativos

titulavel* Acido rosélico Fenolftaleina
(9/100 mL)
(9100 mL)  TFN/TFP TSB/TST TCF TFN/TFP TSB/TST TCF

Hidroxido de sdédio

0,0 0,195 £ 0,010 0,0 100,0 100,0 0,0 100,0 100,0
0,002 0,192 £ 0,015 100,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0
0,005 0,182 + 0,014 100,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0
0,010 0,174 £ 0,017 100,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0
0,015 0,155+ 0,013 100,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0
0,030 0,122 £ 0,015 66,7 33,3 33,3 100,0 0,0 0,0
0,050 0,072 £ 0,017 0,0 100,0 100,0 96,7 3,3 3,3

Bicarbonato de sddio

0,0 0,191 £ 0,005 0,0 100,0 100,0 0,0 100,0 100,0
0,005 0,188 £ 0,006 100,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0
0,010 0,185 + 0,004 100,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0
0,020 0,180 £ 0,006 100,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0
0,060 0,169 £ 0,007 100,0 0,0 0,0 76,7 23,3 23,3
0,150 0,147 £ 0,008 23,3 76,7 76,7 20,0 80,0 80,0
0,300 0,129 £ 0,008 0,0 100,0 100,0 0,0 100,0 100,0

Carbonato de soédio

0,0 0,195 £ 0,009 0,0 100,0 100,0 0,0 100,0 100,0
0,005 0,191 £ 0,008 100,0 0,0 0,0 96,7 3,3 3,3
0,015 0,177 £ 0,007 100,0 0,0 0,0 96,7 3,3 3,3
0,025 0,168 £ 0,005 100,0 0,0 0,0 96,7 3,3 3,3
0,040 0,151 £ 0,014 100,0 0,0 0,0 90,0 10,0 10,0
0,050 0,138 £ 0,011 100,0 0,0 0,0 76,7 23,3 23,3
0,060 0,135 £ 0,007 73,3 26,7 26,7 83,3 16,7 16,7
0,080 0,120 £ 0,015 6,7 93,3 93,3 13,3 86,7 86,7

* médias + desvio padrédo (n = 9); TFN: taxa de falso-negativos, para amostras positivas; TFP: taxa de
falso-positivos, para amostras negativas; TSB: taxa de sensibilidade, para amostras positivas; TST:
taxa de seletividade, para amostras negativas; TCF: taxa de confiabilidade (n = 30). Destacados em
cinza os valores que se encontraram fora da regido de perda de confiabilidade.
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A adicdo do neutralizante hidréxido de sédio ao leite in natura acidificado em
quantidades entre 0,002 g/100 mL e 0,050 g/100 mL proporcionou uma diminuicdo
da acidez titulavel do leite acidificado de 0,195 g/100 mL para até 0,072 g/100 mL.
No método do acido rosélico, os resultados para TFN, TSB e TCF variaram entre
0,0% e 100,0%, obtendo-se TCF de 100,0% apenas para o ultimo nivel estudado.
Foi demonstrada a falta de sensibilidade do método da fenolftaleina para a deteccgéo
do hidroxido de sédio em leite, pois foram obtidas TFN entre 96,7% e 100,0% e TCF
entre 0,0% e 3,3%. Tal resultado era esperado, visto que o método da fenolftaleina é
recomendado apenas para detecgao dos neutralizantes carbonato e bicarbonato de
soédio em leite (BRASIL, 2006).

Para o neutralizante bicarbonato de sédio, quantidades entre 0,005 g/100 mL
e 0,300 g/100 mL adicionadas ao leite in natura acidificado proporcionaram uma
diminuicdo da acidez titulavel de 0,191 g/100 mL para até 0,129 g/100 mL. Os
parametros TFN, TSB e TCF variaram entre 0,0% e 100,0%, para ambos os
métodos. As taxas obtidas foram similares entre os métodos do acido rosdlico e da
fenolftaleina. Para os niveis de maior concentracdo do analito, obteve-se TFN de
cerca de 20,0% e TCF de cerca de 80,0% (adicado de 0,150 g/100 mL de bicarbonato
de sédio) e TFN de 0,0% e TCF de 100,0% (adigdo de 0,300 g/100 mL de
bicarbonato de sédio).

A adicao de carbonato de sodio ao leite in natura acidificado, em quantidades
entre 0,005 g/100 mL e 0,080 g/100 mL, resultou em uma diminuicdo da acidez
titulavel de 0,195 g/100 mL para até 0,120 g/100 mL. Assim como para o
bicarbonato de sddio, as taxas obtidas, sobretudo para os dois niveis de carbonato
de sédio de maior concentragao, foram similares para os dois métodos. Valores de
TFN entre 6,7% e 100,0%, de TSB e TCF entre 0,0% e 93,3% foram obtidas para o
método do acido rosdlico. Para o método da fenolftaleina obteve-se valores entre
13,3% € 96,7% (TFN) e entre 3,3% e 86,7% (TSB e TCF).

Considerando como LD o nivel de concentragdo para cada neutralizante e
método, em que a TCF foi de no minimo 95%, foram obtidos os limites de
0,050 g/100 mL (hidroxido de sddio), 0,300 g/100 mL (bicarbonato de sddio) e
superior a 0,080 g/100 mL (carbonato de sodio) para ambos os métodos. Teve-se

uma excegao para a deteccdo do hidroxido de sodio pelo método da fenolftaleina,
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para o qual ndo foi possivel estabelecer o LD, visto a falta de sensibilidade do
meétodo na deteccao deste neutralizante.

Os resultados obtidos demonstraram que o desempenho dos dois métodos na
deteccdo de neutralizantes em leite in natura acidificado somente mostrou-se
adequado quando o nivel de adigdo do analito foi elevado e, sobretudo, em
quantidades que resultaram em alteracdes expressivas na acidez titulavel. Quando a
adicdo foi realizada apenas no intuito de neutralizagdo parcial da acidez
desenvolvida e reenquadramento da mesma no intervalo previsto pela legislagao
brasileira (0,14 a 0,18 g/100 mL), os métodos avaliados n&o apresentaram bom
desempenho.

Em estudo com o neutralizante bicarbonato de sodio, Wanderley et al. (2012)
observaram que a adi¢cao de 0,06 g/100 mL modificava discretamente a acidez do
leite, que permanecia dentre os niveis normais da legislagdo, mas alterava
significativamente o ponto de congelamento (2012).

O manual indiano de métodos para analise de leite e derivados relata como
limites de detecgcédo para o método do acido rosélico valores de 0,10 g/100 mL para
hidroxido e carbonato de sédio, e 0,20 g/100 mL para bicarbonato de sodio (INDIA,
2015). Neste estudo foram observados limites de detecgao inferiores para hidréxido
e carbonato de sodio. Para o bicarbonato de sddio, apesar de ter sido constatado
um LD superior, foi possivel observar que o LD referenciado se encontra entre os
dois ultimos niveis de concentracdo avaliados, para os quais obteve-se TCF entre
76,7% e 100,0%.

Silva et al. (2015) também observou que a adicdo de hidréxido de sodio ao
leite in natura nas quantidades de 0,010 g/100 mL, 0,025 g/100 mL e 0,050
g/100 mL reduzia a acidez titulavel de 0,17 g/100 mL para até 0,10 g/100 mL e
determinou como limite de detecgéo o valor de 0,10 g/100 mL de hidréxido de sddio.
Os autores ainda afirmaram que o hidroxido de sédio nao foi detectado, quando a
acidez do leite foi neutralizada com pequena quantidade de hidréxido de sodio,
suficiente apenas para o enquadramento da acidez titulavel aos limites da legislagéao
vigente.

Gondim (2016) validou o método oficial do acido rosdlico para os
neutralizantes: bicarbonato de sodio, carbonato de sédio, hidroxido de sodio e citrato

de sddio. Foi realizada a validacao intralaboratorial com amostras de leite in natura
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sem acidificacdo, tanto para a versao oficial do método (comparagéo do resultado
com o padrdo de cor vermelho carmin) como para uma versdo modificada
(comparacédo do resultado com a coloragdo da amostra controle ndo cega). O
método modificado foi validado interlaboratorialmente, utilizando amostras
previamente acidificadas a 0,19 g/100 mL. Na validagéo intralaboratorial, foram
obtidos LDs 0,0133 e 0,09% para o método tradicional e entre 0,0094 e 0,07% para
o método modificado. Ou seja, foram obtidos valores de LD cerca de 3 a 4 vezes
inferiores aos obtidos nesse estudo, para o método tradicional. No entanto, a autora
esclareceu que na avaliagdo da adequacédo ao propdsito de uso (ensaios com
amostras previamente acidificadas), o método apresentou-se adequado apenas para
a deteccdo de hidroxido de sédio, sendo observadas limitagbes na deteccdo dos
demais neutralizantes em amostras de leite in natura com niveis de acidez acima
dos limites permitidos. No estudo colaborativo realizado pela autora, foi confirmado o
desempenho do método modificado em relacdo aos parametros de seletividade e
acordancia. No entanto, em relagcdo a sensibilidade e a precisao intermediaria, o
desempenho do método foi inferior ao obtido na etapa de validacao intralaboratorial,
0 que é explicado pelo fato de na validagao intralaboratorial terem sido usadas
amostras de leite in natura frescas e na validacao interlaboratorial foram usadas
amostras previamente acidificadas.

E importante ressaltar que como os métodos qualitativos do &cido rosélico e
da fenolftaleina sdo dependentes do pH, os limites de detecgcao obtidos irdo variar
em fungédo do pH inicial do leite utilizado nos estudos. Neste trabalho, foi utilizado
leite in natura acidificado. E esperado que se obtivesse limites de deteccdo menores

utilizando leite in natura fresco, como relatado por Gondim (2016).

4.3.1.2 Acordancia e Concordancia

Para o método do acido rosolico, para os trés neutralizantes estudados, foram
obtidos resultados de ACO e CON satisfatorios (= 0,8) para todos os niveis de
concentracdo, exceto para o penultimo nivel, caracterizado pela regido de perda de
confiabilidade (0,030 g/100 mL de hidréxido de soddio, 0,150 g/100 mL de
bicarbonato de sédio e 0,060 g/100 mL de carbonato de sédio) (Figura 4.5).
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A concordancia variou entre 0,5 e 1,0 para o hidroxido de sdodio, sendo
diferente de 1,0 apenas para o penultimo nivel de concentragdo. Para bicarbonato e
carbonato de sddio, variou entre 0,6 e 1,0, sendo também inferior a 1,0 apenas para
o penultimo nivel de concentracao de bicarbonato e de 0,6 e 0,9 para os dois ultimos
niveis de concentracdo de carbonato de saodio.

Ja para o método da fenolftaleina, apenas para o neutralizante hidréxido de
soédio se obteve resultados satisfatorios tanto para a ACO (0,8 a 1,0) como para a
CON (0,9 a 1,0). Valores inferiores a 1,0 foram observados somente na
concentracdo de 0,050 g/100 mL de adicdo em leite in natura acidificado. Para o
bicarbonato de sédio, a ACO variou entre 0,5 e 1,0 e a CON entre 0,6 e 1,0. Valores
menores que 1,0 foram observados para os niveis de concentragdao de 0,060
g/100 mL e 0,150 g/100 mL. Para o carbonato de sédio maior variabilidade entre os
resultados tanto de ACO como de CON foram observados. Valores iguais a 1,0
foram obtidos somente para o leite in natura acidificado sem adi¢do do neutralizante.
Para os demais niveis de concentracdo, ACO média entre 0,6 e 0,9 foram
observadas. A CON variou de forma similar a ACO (Figura 4.6).

Na avaliagdo da ACO e CON, foi observada para ambos os métodos que o
comportamento destes parametros foi influenciado pela concentragcéo e que valores
inferiores a 1,0 somente foram visualizados na RPC.

A ACO e a CON séao os parametros relacionados a precisdo do método, em
condicbes de repetibilidade e precisdo intermediaria, respectivamente. Esses
parametros representam a probabilidade de duas amostras idénticas, analisadas
pelo mesmo laboratério, fornecerem o mesmo resultado e indicam se o método esta
suficientemente uniformizado (GONDIM et al., 2014; LANGTONN et al., 2002).
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Figura 4.5. Valores de acordancia (n=10) e concordancia (n=30) para o método do

acido rosoélico, em funcido dos diferentes tipos e concentracbes de neutralizantes

estudados.

N1: hidréxido de sédio; N2: bicarbonato de sddio; N3: carbonato de sodio.
Bateria analitica 1; + bateria analitica 2; O bateria analitica 3.
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Figura 4.6. Valores de acordancia (n=10) e concordancia (n=30) para o método da
fenolftaleina, em funcdo dos diferentes tipos e concentracbes de neutralizantes

estudados.

N1: hidréoxido de sédio; N2: bicarbonato de sddio; N3: carbonato de sédio.
Bateria analitica 1; + bateria analitica 2; O bateria analitica 3.
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4.3.1.3 Seletividade complementar

Na avaliagdo da seletividade do método do acido rosolico, obteve-se TCF
igual a 100,0% para todas as amostras adicionadas apenas de estabilizantes, nos
dois niveis de concentracao avaliados de 0,05 e 0,10 g/100 mL (Tabela 4.4).

Observou-se também que a adi¢do dos estabilizantes (na concentracdo de
0,10 g/100 mL) afetou a acidez titulavel do leite. No leite acidificado sem adic&o de
estabilizantes o valor médio de acidez tituldvel encontrado foi de
0,196 + 0,001 g/100 mL, ja nas amostras adicionadas de citrato de sddio, mix de
fosfatos, fosfato monossddico, fosfato dissédico e fosfato trissédico as
concentragdes médias obtidas foram de 0,180 £ 0,006 g/100 mL,
0,177 £ 0,006 g/100 mL, 0,270 + 0,008 g/100 mL, 0,183 + 0,003 g/100 mL e 0,188 +
0,005 g/100 mL, respectivamente.

Foi observado um discreto efeito potencializador (intensificacdo da coloragao
obtida), quando foram comparadas as amostras adicionadas dos interferentes em
estudo com as amostras de leite in natura acidificada, sem adicdo. No entanto, essa
alteracdo da coloragdo nao era suficientemente intensa ao ponto de se obter
resultado falso positivo, quando a comparagao era feita somente conforme a
recomendagdo do método oficial (coloracédo vermelho-carmin). Estes resultados
podem ser explicados devido a alteracdo da acidez e do pH em funcédo dos
estabilizantes. O método do acido rosdlico é baseado justamente na mudanca de
coloragao em fungédo do pH, provocando sua a alteragdo, mesmo na auséncia de
neutralizantes.

Em estudos sobre o efeito de estabilizantes nas propriedades fisico-quimicas,
sedimentacao e estabilidade do leite, a alteragdo do pH também foi observada, tanto
para o uso de citrato de sdédio como para fosfatos (hexametafosfato, fosfato
dissédico e monossaodico). Citrato de sédio em diferentes concentragdes ocasionou
aumento do pH em leite de vaca in natura (TSIOULPAS et al., 2010), leite de vaca
UHT em diferentes tempos de armazenamento (RODRIGUES, 2012) e em leite de
cabra UHT (BOUMPA et al., 2008).

Para a seletividade do método da fenolftaleina, também foram obtidas TCF
igual a 100,0% para os dois estudos: amostras de leite in natura acidificado

adicionado apenas de estabilizantes e adicionado de estabilizantes e do
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neutralizante bicarbonato de sodio, no nivel de concentracdo em que a TFC era de
100%. Portanto, para este método nao foram observados os efeitos potencializador

e supressor dos estabilizantes utilizados (Tabela 4.5).

Tabela 4.4. Taxas de resultados falso positivos e confiabilidade obtidas para
amostras de leite in natura acidificadas, adicionadas dos estabilizantes de leite UHT,

para a avaliagao da seletividade do método do acido rosdlico.

Concentragao (g/100 mL)

Interferente 0,05 0,10

TFP TCF TFP TCF
Comparagdo com a coloragdo vermelho carmin - "controle positivo"
Citrato de sodio 0,0 100,0 0,0 100,0
Mix fosfatos 0,0 100,0 0,0 100,0
Fosfato monossddico 0,0 100,0 0,0 100,0
Fosfato dissodico 0,0 100,0 0,0 100,0
Fosfato trissodico 0,0 100,0 0,0 100,0

TFP: taxa de falso-positivos; TCF: taxa de confiabilidade; (n = 10).

Tabela 4.5. Taxas de resultados falso positivos e confiabilidade obtidas para
amostras adicionadas dos estabilizantes de leite UHT na auséncia e na presenca de

analito, na avaliagcao da seletividade do método da fenolftaleina.

Concentracgao adicionada (g/100 mL)

Interferente 0,05 0,10 0,05+ 0,30 de
bicarbonato
TFP TCF TFP TCF TFP TCF
Citrato de sddio 0,0 100,0 0,0 100,0 0,0 100,0
Mix fosfatos 0,0 100,0 0,0 100,0 0,0 100,0
Fosfato monossédico 0,0 100,0 0,0 100,0 0,0 100,0
Fosfato dissddico 0,0 100,0 0,0 100,0 0,0 100,0
Fosfato trissodico 0,0 100,0 0,0 100,0 0,0 100,0

TFP: taxa de falso-positivos; TCF: taxa de confiabilidade; (n = 10).
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4.3.2 Desempenho do método oficial quantitativo de determinacéo da alcalinidade

das cinzas

O método oficial de determinagao da alcalinidade das cinzas ndao apresentou
desempenho adequado para a verificagdo da adi¢cao de neutralizantes no leite UHT,
pela avaliagdo dos parametros de limite de detecgédo e quantificagédo, seletividade e
precisao.

Os limites LD e LQ tedricos foram estimados em 0,017 g/100 g e 0,058 g/100
g de alcalinidade das cinzas, expressos em carbonato de sédio. O LD experimental
foi estabelecido como a menor quantidade detectada (0,003 g/100 g), independente
da variabilidade dos resultados obtidos. O valor encontrado para o LQ tedrico foi
confirmado para o LQ experimental. Somente foi possivel quantificar a alcalinidade
das cinzas em condi¢des aceitaveis de repetibilidade e precisao intermediaria para o
nivel de concentracao de 0,058 g/100 g (Tabela 4.6).

Apesar de nao haver um intervalo regulamentado para os teores de
alcalinidade das cinzas em leite, segundo a metodologia oficial brasileira, valores
entre 0,015 g/100 g e 0,030 g/100 g sado considerados normais para leite fluido e que
valores superiores, sobretudo acima de 0,040 g/100 g, caracterizam adicao de
substancias alcalinas (BRASIL, 2006). O resultado obtido para o LQ experimental de
0,058 g/100 g comprova a incapacidade do método em quantificar com
confiabilidade teores de alcalinidade na faixa citada e também superiores a ela e
inferiores ao LQ (entre 0,030 e 0,058 g/100 @), intervalo que supostamente, ja
indicaria a ocorréncia de adulteragdes por adicdo de neutralizantes. O manual de
métodos do Ministério da Saude indiano (INDIA, 2015), considera que ha presenga
de neutralizantes no leite quando forem necessarios volumes superiores a 1,2 mL de
hidroxido de soédio na titulagdo. Este volume corresponde a um conteudo de
0,032 g /100g de alcalinidade das cinzas em leite, que também ndo se enquadra no
limite de quantificagdo experimental do método estudado.

A seletividade do método foi afetada pela adicao de estabilizantes no leite, na
concentragdo maxima permitida pela legislagao vigente (0,10 g/100 mL). O uso
individual de mix comercial de fosfatos, fosfato monossddico e fosfato dissddico
diminuiu significativamente os teores da alcalinidade das cinzas, enquanto a

utilizacado de citrato de sddio provocou aumento significativo (p < 0,05). O fosfato
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trissddico foi o unico estabilizante que n&o provocou alteragdes significativas no teor
de alcalinidade das cinzas no leite in natura fresco. Os resultados evidenciam a
limitacdo da aplicagédo do método para amostras de leite UHT na investigagao de
adulteragdo por adicdo de neutralizantes, sobretudo quando se utiliza citrato de
sédio. Como este estabilizante aumenta os teores da alcalinidade, teores elevados
encontrados em amostras de leite UHT em que ele foi utilizado, nao
necessariamente indicariam a ocorréncia de adulteracées.

Na avaliacdo da repetibilidade e precisdo intermediaria do método, foram
obtidos valores entre 6,3% e 271,1% e 12,0% e 271,1% para DPR; e DPRg,
respectivamente. A diminuigdo da variabilidade do método em funcdo do aumento
da concentragdo de alcalinidade das cinzas foi observada. No entanto, valores
satisfatorios para HorRat, e HorRatg (< 2,0) somente foram obtidos para a

concentragdo média estimada de 0,058 g/100 g de alcalinidade das cinzas.
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Tabela 4.6. Teores de alcalinidade das cinzas em leite in natura com e sem adic&o de estabilizantes, desvios padrao relativos em

condicdes de repetibilidade, precisdo intermediaria, valores de HorRat.

Alcalinidade das

Amostras* n DPR;ca DPR;tab DPRRrca DPRgr:iap HorRat, HorRatr
Cinzas (g/100 g)**
Leite in natura 0,027 + 0,005 12 20,8 4.6 20,8 6,9 4,5 3,0
Leite + citrato de sodio 0,058 + 0,006" 12 6,3 4.1 12,0 6,1 1,5 2,0
Leite + mix de fosfatos 0,003 + 0,009° 12 271,1 6,3 2711 9,4 43,4 28,9
Leite + fosfato monossddico 0,005 + 0,008° 11 1034 5,9 155,5 8,8 17,6 17,6
Leite + fosfato dissddico 0,008 + 0,007° 12 77,9 5,5 87,7 8,2 14,2 10,7
Leite + fosfato trissédico 0,026 + 0,0062 12 246 4,6 24,6 6,9 53 3,6

* leite in natura, com e sem adi¢do de estabilizantes de leite UHT, na concentragéo de 0,10 g/100 mL de adigao; ** médias * desvio padrao, seguidas de uma
mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia (p > 0,05); n' nimero de observagdes, apds tratamento de outliers
(Grubbs); DPR;: desvio padrao relativo, em condi¢des de repetibilidade; DPRg: desvio padréao relativo, em condigdes de precisao intermediaria; HorRat,: valor
observado de DPR, dividido pelo valor de DPR, de referéncia, definido como 2/3 de DPRg estimada pela equagdo modificada de Horwitz ou Thompson;
HorRatg: valor observado de DPRg dividido pelo valor de DPRg, estimado pela equagdo modificada de Horwitz ou Thompson. Valores destacados em
negrito: abaixo do limite de quantificagdo experimental do método.
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No estudo complementar, em que hidroxido de sédio foi adicionado ao leite in
natura acidificado em cinco diferentes niveis de concentracdo (0,005 g/100 mL;
0,010 g/100 mL; 0,015 g/100 mL; 0,030 g/100 mL e 0,050 g/100 mL), foi possivel
observar diferenga significativa (p < 0,05) na acidez titulavel entre as sete amostras
analisadas. Obteve-se teores médios de 0,152 g/100 mL para o leite in natura
fresco, 0,186 g/100 mL para o leite in natura acidificado, e teores entre
0,183 g/100 mL e 0,100 g/100 mL, para as amostras adicionadas de diferentes
concentragdes de hidroxido de sodio (Tabela 4.7).

O teor de residuo mineral fixo também variou entre as amostras, mas
diferencgas significativas (p < 0,05) somente foram observadas entre o leite in natura
acidificado (0,746 g/100 g) e os leites in natura acidificados e adicionados de
0,030 g/100 mL e 0,050 g/100 mL de hidroxido de sodio (0,784 g/100 g e
0,791 g/100 g de residuo mineral fixo, respectivamente) e entre os leites in natura
acidificados e adicionados de 0,0050 e 0,050 g/100 mL de hidroxido de sodio (0,750
e 0,791 g/100 g de residuo mineral fixo,, respectivamente). Teor similar de residuo
mineral fixo em leite fresco foi observado por Ahirwar et al. (2015), que também
somente observou aumentos consideraveis para este parametro a partir da adicéo
de 1,0 g/100 mL de neutralizantes da acidez.

A acidificagao do leite in natura provocou mudancas significativas no teor de
alcalinidade das cinzas (p < 0,05). Porém, dentre as amostras acidificadas e
adicionadas de neutralizante, alteragbes significativas apenas foram observadas
para os niveis de concentragéo a partir de 0,030 g/100 mL de hidréxido de sédio.

Os resultados do estudo complementar evidenciaram que somente foi
possivel comprovar a adulteracdo do leite por adicdo do neutralizante hidroxido de
sodio em amostras de leite acidificadas, pela avaliagao do teor de alcalinidade das
cinzas, em niveis a partir de 0,050 g/100 mL, comprovando a baixa sensibilidade do
método. Teores de adi¢gdo a partir do valor citado, ja alteram demasiadamente a
acide titulavel do leite, o que ja € o indicativo da adulteragao.

E importante ressaltar que além das limitagbes referentes a seletividade e
sensibilidade do método de determinagao da alcalinidade das cinzas, o mesmo é
laborioso e demorado, o que torna sua aplicacao rotineira ainda menos atrativa.

Em 2007, Silva et al. (2009) determinaram o teor de alcalinidade das cinzas

em 25 amostras de leite UHT decorrentes de uma operacao policial de combate a
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fraude, sendo encontrados valores entre 0,017 g/100 g e 0,087 g/100 g. Embora n&o
tenham sido apresentadas informacdes sobre o desempenho do método, os autores
sugerem que o indicador avaliado pode nao ser efetivo na investigagao da fraude do

leite, devido a utilizacdo permitida de estabilizantes.
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Tabela 4.7. Teores de acidez titulavel, residuo mineral fixo e alcalinidade das cinzas em leite in natura fresco, acidificado, e

acidificado adicionado de diferentes concentracdes de hidroxido de sédio.

Amostra Adicao de NaOH Acidez titulavel Residuo mineral fixo Alcalinidade das
(9/100 mL) (9/100 mL) (9/1009) Cinzas (g/100 g)
Leite in natura fresco 0,0 0,152 + 0,001° 0,755 + 0,004%° 0,034 + 0,005
LA 0,0 0,186 + 0,001° 0,746 + 0,018° 0,012 + 0,012°
LA + N1 0,005 0,183 + 0,003° 0,750 + 0,029%° 0,024 + 0,007°°
LA + N2 0,010 0,172 + 0,001° 0,772 + 0,0022° 0,029 + 0,004%°
LA + N3 0,015 0,160 + 0,001° 0,771 + 0,0042° 0,021 + 0,010%°
LA + N4 0,030 0,142 + 0,003° 0,784 + 0,007 0,054 + 0,003°
LA + N5 0,050 0,100 + 0,001 0,791 + 0,003° 0,068 + 0,003°

LA: leite in natura acidificado; N: niveis de adicdo entre 1 e 5 de hidroxido de sddio (NaOH) no leite; médias + desvio padrdo (n = 12), seguidas de pelo
menos uma mesma letra na coluna nao diferem entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia (p > 0,05). Valores destacados em negrito:
abaixo do limite de quantificagdo experimental do método.
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4.4 Conclusao

Os métodos oficiais brasileiros qualitativos (acido rosolico e fenolftaleina) e
quantitativo (alcalinidade das cinzas), para a investigacdo da adulteracao do leite por
adicdo de neutralizantes n&o apresentaram desempenho adequado, sendo
incapazes de identificar a adulteracdo quando se utiliza baixos niveis de
concentracdo do adulterante. A realizacdo de estudos mais aprofundados em
relagdo as possibilidades de otimizacdo e adequacédo ao uso destes métodos, ou
ainda de alternativas metodoldgicas para a determinagao de neutralizantes em leite

se faz necessaria.
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5 CAPITULO 2. VALIDAGAO E MONITORAMENTO DOS TEORES DE ACIDOS
LATICO, OROTICO E CIiTRICO EM LEITE FLUIDO UTILIZANDO CLAE-
UV/DAD

RESUMO

Com objetivo de avaliar a utilizacédo dos teores dos acidos latico, orético e citrico
como indicadores de qualidade de leite fluido (in natura e UHT), foi validado e
aplicado um método para quantificagdo simultdnea desses acidos por cromatografia
liguida de alta eficiéncia com detecgao por ultravioleta e arranjo de fotodiodos
(CLAE-UV/DAD). Linearidade (latico: 25,0 mg/L a 1.825,0 mg/L; orético: 5,0 mg/L a
125,0 mg/L e citrico: 600,0 mg/L a 2.500,0 mg/L), efeito de matriz (p < 0,05),
veracidade (recuperagao entre 87,0% e 109,0%), repetibilidade (DPR; entre 2,0% e
13,5%), precisao intermediaria (DPRRg entre 3,1% e 13,8%) e estimativa da incerteza
de medigao (2,4% a 25,4%) foram determinados. A avaliagao do perfil desses acidos
em amostras comerciais de leite UHT brasileiro (n=54) demonstrou maior
variabilidade para o teor do acido latico (25,0 mg/L a 214,0 mg/L; CV = 60,0%),
seguido do acido citrico (1.857,2 mg/L a 3.152,7 mg/L; CV = 9,8%) e ordtico (66,4
mg/L a 102,8 mg/L; CV = 9,4%). A comparagao entre os perfis do acido latico e da
acidez titulavel (0,13 g/100 mL a 0,19 g/100 mL, CV = 7,4%) mostrou que a acidez
titulavel ndo representa adequadamente o conteudo de acido latico no leite, ndo
sendo este um parametro confiavel para o monitoramento da qualidade do leite. O
efeito da fermentagao (37 °C por 9 horas) do leite in natura sobre o teor dos acidos
organicos e da acidez titulavel também foi investigado. A fermentacdo nao afetou
significativamente (p > 0,05) os teores de acido orético (80,6 + 3,1 mg/L) e citrico
(2.119,8 £ 62,6 mg/L), ao contrario do latico, que variou entre 12,5 e 574,0 mg/L e da
acidez titulavel (0,15 a 0,24 g/100 mL). Os resultados evidenciam o potencial de
utilizacdo dos acidos orgénicos como indicadores de qualidade do leite fluido,
sobretudo o acido latico, e comprovam a adequacgao ao uso proposto do método
CLAE-UV/DAD validado.

Palavras-chave: validacédo intralaboratorial, acidos organicos, acidez titulavel,

ocorréncia, acidificagao.
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5.1 Introducédo

Muitos sdo os acidos organicos presentes em leite de vaca, como o latico,
citrico, oratico, hipurico, butirico, acético, piravico e urico, sendo os trés primeiros os
que mais se destacam em termos de quantidade, relevancia bioldgica e tecnologica
(TORMO; 1ZCO, 2004; VENICA; PEROTTI; BERGAMINI, 2014). A ocorréncia
dessas subsbtancias € resultante da hidrdlise da gordura (acético e butirico), do
metabolismo bioquimico normal (citrico, ordtico e urico) e do desenvolvimento
microbiano (latico, acético, piruvico e propiénico) (GARDE et al., 2012).

O leite recém-ordenhado possui baixos teores de acido latico, sendo seu
aumento devido a fermentagao da lactose por bactérias laticas (KUMAR et al., 2016;
ZAYDAN; DION; BOUJITITA, 2004). A ocorréncia da fermentacdo pode ser
desejavel, como na fabricacdo de produtos lacteos fermentados, ou indesejavel,
como no armazenamento do leite em condigdes higiénicas ou ambientais
insatisfatérias, resultando em sua deterioracao.

A acidez titulavel (AT), expressa em concentra¢des de acido latico, é utilizada
por muitos paises para monitorar a qualidade do leite (BRASIL, 2011; CHINA, 2010;
CU, 2013; EAC, 2006). Entretanto, apesar de ser um método simples, rapido e de
baixo custo, a AT é determinada a partir da neutralizagao tanto dos acidos organicos
como de outras substancias de carater acido naturalmente presentes no leite, como
citratos, fosfatos, gas carbénico e proteinas (CALAMARI; GOBBI; BANI, 2016).

O acido citrico é o acido organico predominante no leite, sendo encontrado na
forma de citrato soluvel ou complexado a minerais, como calcio e magnésio. Os
teores de citrato estdo relacionados ao conteudo mineral total, a capacidade
tamponante e a estabilidade de proteinas, afetando diretamente as caracteristicas
de processamento do leite (CHEN; LEWIS; GRANDISON, 2014; GARNSWORTHY
et al., 2006). Além da concentracao intrinseca, o acido citrico e seus sais tém o uso
regulamentado como estabilizante em leite UHT e outros derivados lacteos em
muitos paises. Ja para os leites in natura e pasteurizado esse aditivo nao é previsto
(CODEX ALIMENTARIUS, 2011; MERCOSUL, 1996; UE, 2011). Casos de adi¢ao
ilicita e fraudulenta de citrato em leite fluido (in natura e pasteurizado), em

concomitancia com a adi¢gao de agua e reconstituintes da densidade e do ponto de
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congelamento, foram relatados no Brasil (BOTELHO et al., 2015; CASSOLI et al.,
2011).

O acido ordtico € um produto intermediario na biossintese de nucleotideos de
pirimidina, especificamente no leite. Assim como a creatinina total e o acido urico, o
acido ordtico representa um indicador adequado para a determinacédo da proporgao
de leite em produtos processados e também da predicdo do teor de proteinas do
leite em outros alimentos (SUNDEKILDE et al, 2014). O acido ordtico é
nutricionalmente relevante, e sua importancia como fator de crescimento para a
microbiota intestinal, na diminuicdo do nivel de colesterol e na regulagdo na
transcricdo de genes tem sido estudada (ANASTASI et al., 2000; LOFFLER;
CARREY; ZAMEITAT, 2015).

Os teores dos acidos latico, citrico, orético e suas bases conjugadas, lactato,
citrato e orotato interferem diretamente na estabilidade das proteinas e nas
propriedades de coagulacao do leite, indicando a aptiddo da matéria prima para o
processamento de produtos esterilizados e fermentados (SUNDEKILDE et al., 2014).
A quantificagdo de acidos organicos em leite também tem relevancia sensorial, por
contribuirem com o sabor caracteristico de derivados lacteos (GARDE et al., 2012;
MARSILI, et al., 1981).

Diferentes métodos séo utilizados para a determinagdo de acidos organicos
em alimentos, destacando-se os cromatograficos por troca idnica (COSTA et al.,
2016; TOFALO et al., 2015), cromatograficos por fase reversa (FR) (ANDRES;
TENORIO; VILLANUEVA, 2015; MURTAZA et al., 2012), eletroforese capilar
(GATEA et al., 2015; LIGOR et al., 2008), espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear (BOUTEILLE et al., 2013; SUNDEKILDE et al., 2013), enzimaticos classicos
e por biosensores (JENIE; PRIETO-SIMON; VOELCKER, 2015; KUMAR et al., 2016;
RATHEE et al., 2016). Todavia, grande parte destes estudos ou foram realizados
com derivados lacteos fermentados, como queijos e iogurtes, ou ndo abrangem a
quantificacdo simultadnea de mais de um acido organico em leite fluido.

Neste trabalho, a validacdo e a estimativa da incerteza de medicdo de um
método por CLAE com detecgéo por ultravioleta (UV) e arranjo de fotodiodos (DAD)
para a determinacado simultanea dos acidos latico, citrico e ordtico em leite fluido &
apresentada. O método foi aplicado em amostras de leite UHT fabricadas nos
principais estados produtores de leite do Brasil, com o intuito de avaliar o perfil
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destes acidos no leite brasileiro, relacionar e comparar os teores de acido latico e
acidez titulavel. As modificagdes nos teores destes acidos organicos e da acidez
titulavel no leite in natura ao longo do processo de acidificagdo natural controlada,
simulando condicbes de deterioragdo da matéria-prima por agao microbiana,

também foram investigadas.

5.2 Material e Métodos

Os ensaios analiticos foram conduzidos nas instalagdes do Laboratério de
Quimica Bromatoldgica (LQB) do Servigo de Quimica e do laboratério do Servigo de
Microscopia de Produtos, do Instituto Octavio Magalhdes (Laboratério Central de
Saude Publica de Minas Gerais/ LACEN-MG) da Fundagéao Ezequiel Dias.

As vidrarias, instrumentos e equipamentos de medigcdo utilizados neste
trabalho possuiam calibracdo vigente, realizada por empresas acreditadas pelo
Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade Industrial (INMETRO) e

pertencentes a Rede Brasileira de Calibracdo (RBC).

5.2.1 Amostras

Para os experimentos de validagcdo e estudo de acidificacdo natural
controlada, duas amostras de cerca de cinco litros de leite in natura foram obtidas da
Fazenda Experimental Professor Hélio Barbosa, da Escola de Veterinaria da
Universidade Federal de Minas Gerais em Igarapé (Minas Gerais, Brasil) entre maio
e junho de 2015. A coleta foi realizada diretamente do tanque de expanséo entre 2 a
3 horas apods a ordenha matutina. O leite foi imediatamente transportado para o
laboratério em condi¢des de refrigeragao (4 °C por até 1 hora) e mantido refrigerado
(=7 °C) até o momento da analise.

A cada coleta, foi confirmado o atendimento aos requisitos fisico-quimicos
previstos no Padrdo de Identidade e Qualidade do produto (aspecto, cor, odor,
densidade a 15 °C em g/mL, gorduras em g/100 g, solidos totais em g/100 g, solidos
nao gordurosos em g/100 g, acidez titulavel em g de acido latico/100 mL e indice
crioscopico em °H) (BRASIL, 2006; BRASIL, 2011).
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5.2.2 Reagentes e solucdes

Todos os reagentes e padrdes utilizados foram de grau de pureza apropriado,
cujos valores encontravam-se descritos em seus respectivos certificados de analise.
No preparo de solugdes, foi observada a pureza dos reagentes e corrigido quando
necessario.

Foram utilizados os padrdes de acidos organicos com suas respectivas
purezas: L (+) acido latico (99,9%) da Supelco (Bellefonte, USA); acidos ordético
(99,0%) e férmico (99,1%) da Sigma-Aldrich (Saint Louis, USA); acido citrico
(100,5%) e oxdlico (102,1%) da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil) e acido acético
(99,9%) da Merck (Darmstadt, Alemanha).

Para a fase movel utilizou-se fosfato de sdédio monobasico (100,2%) e
metanol grau CLAE (99,9%) da Merck (Darmstadt, Alemanha) e acido fosférico grau
CLAE (85,7%) da Sigma-Aldrich (Saint Louis, USA).

Para o estudo de seletividade utilizou-se os neutralizantes de acidez com
suas respectivas purezas: hidréxido de soédio (99%) da Merck (Darmstadt,
Alemanha); carbonato de sédio (99,5%) da Fluka (Buchs, Suiga) e bicarbonato de
sédio (100,3%) da Sigma-Aldrich (Saint Louis, USA) e os estabilizantes: fosfato de
sddio monobasico (98%) e fosfato de sddio dibasico (99,8%), da Merck (Darmstadt,
Alemanha); citrato de sodio tribasico (100%) e fosfato de sédio tribasico (99%) da
Vetec (Rio de Janeiro, Brasil) e mix comercial de fosfatos — Mix Viva L 80, mistura de
tripolifosfato, fosfato monossédico e dissédico (56,9 a 58,9% em P,0s5), grau
alimenticio, para uso como estabilizante em leite e derivados, da Vivare (Matias
Barbosa, Brasil).

Para o preparo das amostras e extracdo dos acidos organicos foram
utilizados ferrocianeto de potassio trihidratado (100,1%) da Vetec (Rio de Janeiro,
Brasil) e sulfato de zinco heptahidratado (99%) da Synth (Diadema, Brasil).

Agua ultrapura (resistividade de 18,2 mQ/cm) foi obtida com sistema de
gradiente de agua Milli-Q (Millipore, Bedford, USA).

Na determinacdo da acidez titulavel utilizou-se solugdes elaboradas a partir
de hidroxido de sédio (99%) da Sigma-Aldrich (Saint Louis, USA) e fenolftaleina
(98%) da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil).
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Para a validagdo foram preparadas em agua ultrapura solugdes padrao de
acido latico (0,1 g/L, 1,0 g/L, 10,0 g/L, 5,0 g/L e 20,0 g/L), acido citrico (5,0 g/L e
50,0 g/L) e acido ordético (0,1 g/L e 1,0 g/L). Estas solug¢des foram utilizadas na forma
de pool para preparo das curvas de calibracao e estudos de repetibilidade e precisédo
intermediaria.

Para o preparo das amostras de leite nas analises cromatograficas, foram
utilizadas solug¢des de ferrocianeto de potassio a 35,9 g/L e sulfato de zinco 71,8 g/L
em agua (solugdes de Carrez) (ISO-IDF, 2005).

5.2.3 Condig¢des cromatograficas

Foi utilizado cromatografo liquido de alta eficiéncia Shimadzu Class-VP
(Kyoto, Japao), previamente qualificado, com detecgao por varredura de espectro
ultravioleta por arranjo de fotodiodo (DAD) (SPD-M 10A VP), UV-visivel (SPD 10A
VP) e software CLASS VP 6.14 SP1.

Para a separacdo dos compostos utilizou-se coluna analitica C18 (modelo
100A, Kromasil® — Eka Chemicals, niumero de série E98499, Bohus, Suécia), com
150 mm de comprimento, 4,0 mm de didametro e particula de 5 uym, mantida a
temperatura ambiente (20 + 2 °C).

A definicdo das condigdes cromatograficas foi baseada nos estudos de Lues;
Both; Samita (1998), Tormo; Izco (2004), Dinkci et al. (2007) e Milagres, et al.
(2012). Apos otimizacao, foram estabelecidas as seguintes condi¢gdes analiticas:
corrida isocratica, com fase mével composta por 99,8% de tampao fosfato
20 mmol/L (com pH de 2,2 + 0,05) e 0,2% de metanol; fluxo de 0,7 mL/minuto;
injecdo de 30 pL de amostra, detecgcdo em 210 nm e tempo de corrida de 12

minutos.

5.2.4 Preparo de amostras para a determinagao dos acidos organicos por CLAE-
UV/DAD

As amostras de leite foram homogeneizadas por agitacdo e inversao da
embalagem original por cinco vezes e transferidas para frascos de vidro. Foi

transferido um mililitro de leite para baldo volumétrico de 25 mL, adicionados 500
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microlitros de cada solugdo de Carrez e o volume foi completado com agua
ultrapura. A mistura foi totalmente filtrada em papel de filtro qualitativo e uma
aliquota de 2,0 mL foi novamente filtrada em membrana de fluoreto de polivinidileno
PVDF (Millipore®) de 0,45 pm de porosidade e armazenadas em frascos de vidro até

a realizacao da analise cromatografica de acidos organicos.
5.2.5 Validacao

A metodologia otimizada foi submetida a validacao intralaboratorial utilizando
solugdes padrdo e amostras de leite in natura sem e com adicdo de padréo.
Seletividade, linearidade e faixa linear, efeito de matriz, veracidade, precisdo em
condigcbes de repetibilidade, precisdo intermediaria, limites de deteccédo e
quantificacdo foram investigados conforme descrito por Souza; Junqueira; Ginn
(2005) e Souza; Pinto; Junqueira (2007). O nivel de significAncia adotado nos testes

de hipdteses foi de 5% de probabilidade.

5.2.5.1 Seletividade

Seletividade foi estudada a partir da avaliagdo do perfil cromatografico de
branco de reagentes, amostras de leite in natura (com concentragao intrinseca dos
acidos organicos), solugdes aquosas e amostras adicionadas dos analitos de
interesse: acidos latico, citrico e ordtico. O estudo foi realizado em sete baterias
analiticas e em trés replicatas independentes para cada caso.

A identificacdo dos picos foi baseada no tempo de retengdo dos padrdes,
avaliados no detector UV e sua autenticidade pelas caracteristicas espectrais
fornecidas no DAD. A auséncia de resultados falsos positivos para o branco de
reagentes e a comparacgao entre as respostas obtidas para as amostras sem e com
adicdo de padroes, associados a capacidade do método em separar (resolugéo),
detectar e quantificar os trés acidos organicos de interesse sem interferéncia mutua
e externa, foram os parametros avaliados para se estabelecer a seletividade do
método.

Foi avaliado o potencial interferente dos acidos organicos: oxalico (0,6 mg/L),

férmico (1,6 mg/L) e acético (4,0 mg/L), cuja presenga no leite ja tinha sido relatada
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em outros estudos (MARSILI et al., 1981; TORMO; 1ZCO, 2004). Solu¢des aquosas
e em leite destes acidos organicos foram analisadas.

A interferéncia dos neutralizantes da acidez (hidroxido de sédio 0,3 g/L;
carbonato de sdodio 0,5 g/L e bicarbonato de sédio 3,0 g/L) e dos estabilizantes
(fosfato monossddico, dissddico e trissddico, citrato de sodio e mix de fosfatos na
concentracéo de 1,0 g/L) na quantificagdo do acido latico também foi estudada. As
concentragcbes utilizadas de cada neutralizante basearam-se em quantidades
suficientes para reduzir a acidez titulavel do leite a valores inferiores a 0,14 g de
acido latico/100 mL de leite. Os estabilizantes foram utilizados na concentragao
maxima de adigdo permitida pela legislagédo vigente, que é de 1,0 g/L, expresso em
P,Os5 (BRASIL, 1997).

As amostras de leite adicionadas de neutralizantes e estabilizantes foram
analisadas em trés replicatas, em concomitancia com o leite in natura sem adigao.
Valores dispersos foram identificados pelo teste de Grubbs. As premissas de
normalidade dos residuos e homogeneidade das variancias foram verificadas pelos
testes de Ryan-Joiner e Levene modificado, respectivamente (SOUZA; JUNQUEIRA;
GINN, 2005; SOUZA; PINTO; JUNQUEIRA, 2007). Apos a verificagdo do
atendimento das premissas, as médias obtidas em cada tratamento foram
comparadas por analise de variancia - teste F para delineamento inteiramente

casualizado, ao nivel de 5% de probabilidade utilizando o software Excel 2013.

5.2.5.2 Linearidade e efeito de matriz

Curvas de calibragao foram preparadas em pelo menos sete niveis de
concentracao e trés replicatas independentes para cada nivel, a partir de solugdes
padrdo em agua (curva usual) e em leite (curva matrizada), adicionadas na forma de
pool. As concentragdes de adigao utilizadas foram: 1,0 mg/L, 13,0 mg/L, 25,0 mg/L,
37,0 mg/L, 49,0 mg/L, 61,0 mg/L e 73,0 mg/L (ou 25,0 mg/L, 325,0 mg/L, 625,0
mg/L, 925,0 mg/L, 1.225,0 mg/L, 1.525,0 mg/L e 1.825,0 mg/L em leite) para acido
latico; 24,0 mg/L, 40,0 mg/L, 52,0 mg/L, 64,0 mg/L, 76,0 mg/L, 88,0 mg/L e
100,0 mg/L (ou 600,0 mg/L, 1.000,0 mg/L, 1.300,0 mg/L, 1.600,0 mg/L, 1.900,0
mg/L, 2.200,0 mg/L e 2.500,0 mg/L em leite) para acido citrico e 0,2 mg/L; 0,9 mg/L;
1,6 mg/L; 2,3 mg/L; 3,0 mg/L; 3,7 mg/L; 4,4 mg/L e 5,0 mg/L (ou 5,0 mg/L; 22,5
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mg/L; 40,0 mg/L; 57,5 mg/L; 75,0 mg/L; 92,5 mg/L; 110,0 mg/L e 125,0 mg/L em
leite) para acido ordtico.

A linearidade foi avaliada pelo método dos minimos quadrados ordinarios, 0os
valores discrepantes foram tratados pelo teste dos residuos padronizados Jacknife e
o atendimento as premissas relacionadas a analise de regresséo: normalidade (teste
de Ryan-Joiner), homogeneidade de variancias (teste de Brown-Forsythe ou Levene
modificado) e independéncia dos residuos da regressao (teste de Durbin-Watson) foi
investigado, de acordo com o procedimento descrito por Souza; Junqueira (2005).

Os efeitos de matriz foram avaliados a partir da comparagao das inclinagdes e
interse¢des das curvas pelo teste t de Student apds verificagdo da homogeneidade
das variancias (SOUZA; JUNQUEIRA; GINN, 2005; SOUZA; PINTO; JUNQUEIRA,
2007).

5.2.5.3 Limites de detecc¢ao e quantificacdo, veracidade, repetibilidade e precisdo

intermediaria

Os limites de detecgéo (LD) e quantificagao (LQ) tedricos foram estimados a
partir de 25 replicatas independentes de amostras de leite in natura e adicionadas
dos acidos latico, ordtico e citrico, levando em consideragao as respostas obtidas ao
longo da corrida cromatografica, nas regides caracterizadas apenas pelo sinal do
ruido. Os valores de LD e LQ foram estimados a partir da média acrescida de 3 e 10
vezes o desvio padrdao amostral obtido, respectivamente (EURACHEM, 2014).

O LQ do método foi confirmado experimentalmente, pela obtencdo de
resultados aceitaveis para os parametros de precisdao e veracidade (EC, 2002;
SOUZA; PINTO; JUNQUEIRA, 2007).

Veracidade, precisdo em condi¢cdes de repetibilidade e precisao intermediaria
foram estudadas em amostras adicionadas dos analitos de interesse, preparadas em
trés niveis de concentracido e doze replicatas independentes de cada nivel na faixa
linear. Tais parametros foram investigados em amostras de leite adicionadas de 25,0
mg/L, 325,0 mg/L, e 1.825,0 mg/L de acido latico; 600,0 mg/L, 1.600,0 mg/L e
2.500,0 mg/L de acido citrico e 5,0 mg/L, 22,5 mg/L e 125,0 mg/L de acido ordtico.

As analises foram realizadas em quatro baterias distintas, variando-se dias,
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analistas, solugcbes e reagentes (SOUZA; JUNQUEIRA; GINN, 2005; SOUZA;
PINTO; JUNQUEIRA, 2007).

A veracidade foi avaliada por estudos de recuperacao. As recuperagoes foram
estimadas e valores extremos foram investigados para cada nivel de concentragao
utilizando teste de Grubbs (SOUZA; JUNQUEIRA; GINN, 2005; SOUZA; PINTO;
JUNQUEIRA, 2007). Valores médios entre 80% e 110% foram considerados
aceitaveis (AOAC 2012b; EC, 2002; INMETRO, 2016).

Precisdo, sob condicbes de repetibilidade e precisdao intermediaria foram
estimadas por analise de variancia e expressas em termos de desvio padrao relativo
de repetibilidade (DPR;) e de precisdo intermediaria (DPRg). As premissas
relacionadas ao teste F foram previamente testadas (SOUZA; JUNQUEIRA; GINN,
2005; SOUZA; PINTO; JUNQUEIRA, 2007). Para a avaliagao da precisao, as razdes
HorRat foram determinadas (HorRat;: valor observado de DPR; dividido pelo valor de
DPR; de referéncia, definido como 2/3 de DPRRg estimada pela equacdo modificada
de Horwitz ou Thompson e HorRatg: valor observado de DPRR dividido pelo valor de
DPRR de referéncia, estimado pela equacao modificada de Horwitz ou Thompson) e
consideradas satisfatérias quando o produto da divisdo fosse igual ou inferior a 2,0
(HORWITZ; ALBERT, 2006).

5.2.6 Estimativa da incerteza de medigao

A estimativa de incerteza foi determinada a partir da incerteza padrao
combinada, incerteza padrao expandida e a incerteza padrao expandida percentual
(EURACHEMI/CITAC, 2012; JCGM, 2008).

A incerteza de medigdo combinada foi estimada considerando as seguintes
fontes independentes: precisdo intermediaria, curva de calibragdo, incerteza
atribuida ao padrdao analitico, incerteza atribuida aos baldes volumétricos e

pipetadores automaticos utilizados na analise cromatografica (Equagao 5.1).

U=k\/u§+u§+u,2,a +up +ul;

(Eq. 5.1)
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Sendo U a incerteza de medi¢cdo expandida do analito na fragdo de massa

(mg/L), k o fator de abrangéncia, ug a incerteza de precisdo da medida em termos
de precisao intermediaria, 1. a incerteza correspondente a curva de calibragao, 1y, a

incerteza para o padrdo, u; a incerteza atribuida aos balGes volumétricos e 1, a

incerteza correspondente aos pipetadores automaticos utilizados.

5.2.7 Ocorréncia dos acidos latico, citrico e ordético e acidez titulavel em leite UHT

brasileiro

Para o estudo de aplicacdo do método validado e avaliagcdo do perfil de
acidos organicos em leite, utilizou-se amostras de leite UHT obtidas em
estabelecimentos comerciais das regides sudeste, sul e nordeste do Brasil. Entre
abril e novembro de 2015 foram coletadas aleatoriamente 54 amostras de leite UHT
de lotes distintos, disponiveis em estabelecimentos comerciais de trés capitais
brasileiras (Belo Horizonte, Curitiba e Recife). Os leites analisados eram produzidos
por 33 diferentes industrias de relevancia nacional, localizadas em: Minas Gerais,
Rio Grande do Sul, Parana, Santa Catarina, Sdo Paulo, Goias, Rio de Janeiro e
Pernambuco. Estes oito estados brasileiros sdo responsaveis pela produgao de
cerca de 90% do leite in natura produzido em todo territorio nacional (IBGE, 2014).
Uma embalagem de 1L de cada amostra foi coletada, identificada e transportada ao
laboratério a temperatura ambiente e armazenada em local fresco e arejado até o
momento da analise.

Os teores de acidos organicos foram determinados, em trés replicatas
independentes, de acordo com o método validado e a acidez titulavel foi
determinada de acordo com a Association of Official Analytical Chemists,
metodolologia n° 947.05 (AOAC, 2012a).

A distribuigdo do teor dos acidos organicos e da acidez titulavel no leite UHT
foi caracterizada pelas medidas de tendéncia central (média e mediana), dispersao
(varidncia e coeficiente de variagdo) e coeficientes de assimetria e curtose. Foram
estimados os percentis da distribuicdo dos dados, sendo a aderéncia a distribuicdo
normal avaliada pelo teste de Jarque-Bera (JARQUE; BERA, 1987).
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5.2.8 Efeito da acidificagdo do leite nos teores de acidos orgénicos e acidez titulavel

No intuito de avaliar a variagdo nos teores de acidos organicos e acidez
titulavel, leite in natura foi mantido em banho de agua a 37 £ 1 °C durante 0, 2, 4, 6,
8 e 9 horas para favorecer o desenvolvimento microbiano e consequente
acidificagao natural do leite. Em cada periodo de tempo, uma amostra do leite foi
retirada, imediatamente resfriada em banho de gelo até atingir temperaturas <7 °C e
submetida ao processo de extragdo e quantificacdo dos acidos organicos e da

acidez titulavel.

5.3 Resultados e discussao

O leite in natura utilizado nos experimentos atendeu a todos os requisitos
fisico-quimicos avaliados e previstos no Padrao de Identidade e Qualidade do
produto (BRASIL, 2011). Apresentou aspecto, cor e odor adequados, densidade
relativa a 15 °C de 1,031 £ 0,001 g/mL, teor de gorduras de 3,8 £ 0,3 g/100 g, teor
de sélidos totais de 12,6 + 0,4 g/100 g, teor de sélidos ndo gordurosos de 8,8 + 0,2
g/100 g, acidez titulavel de 0,16 %+ 0,005 g de acido latico/100 mL e indice
crioscopico de -0,545 + 0,005 °H.

5.3.1 Validacao

5.3.1.1 Seletividade

Os tempos de retencdo médios para os acidos latico, orético e citrico em
leite, obtidos a partir de 48 corridas independentes de solugdes padrdo e de
amostras de leite adicionadas dos analitos foram de 3,19 + 0,02; 3,80 + 0,07 e 6,23 +
0,13 minutos, respectivamente. Acido latico, orético e citrico ndo foram detectados
em nenhuma das baterias analiticas para os brancos de reagentes (agua ultrapura e
solugdo de extracdo — Carrez). Cromatogramas tipicos do solvente, do pool de
solugdes padrao em agua (1,0 mg/L de acido latico; 0,2 mg/L de acido ordético; 24,0

mg/L de acido citrico), das amostras de leite in natura e adicionadas dos analitos de
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interesse (25,0 mg/L de acido latico; 5,0 mg/L de acido ordtico; 600,0 mg/L de acido
citrico) s&o apresentados na Figura 5.1.

Os acidos oxalico e formico ndo foram detectados nem em solucdes
aquosas e nem em amostras de leite adicionadas. O acido acético, apesar de ter
sido identificado em solugdes padrao aquosas no tempo de retencdo médio de 3,52
1 0,04 minutos, nao foi detectado nas amostras de leite in natura e nao interferiu na
resolugao dos acidos organicos de interesse.

Os resultados para os tempos de retencdo sao semelhantes aos
apresentados por Lues; Both; Samita (1998) e Tormo; lzco (2004), que relataram
tempos de retencéo entre 3,3 e 4,4 (acido latico); 3,7 e 5,0 (acido acético); 3,8 € 4,9
(acido orotico) e 4,7 e 7,0 minutos (acido citrico), utilizando condigées
cromatograficas similares as deste estudo.

Nenhum dos neutralizantes e estabilizantes avaliados (hidroxido de sédio,
carbonato e bicarbonato de sodio; fosfatos mono, di e trissoédico, citrato de sodio e
mix comercial de fosfatos) interferiram na quantificagdo do acido latico em leite in
natura. Resultados inferiores ao limite de quantificacdo do método foram obtidos
tanto para o leite sem adicdo como para o leite adicionado destes interferentes. Tais
resultados indicam a capacidade do método por CLAE-UV/DAD em quantificar o
acido latico em amostras de leite, mesmo na ocorréncia de adulteracdes por adicédo
de neutralizantes ou na presengca de estabilizantes legalmente permitidos no

processamento de leite UHT.
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Figura 5.1. Cromatogramas tipicos obtidos para o solvente (a), pool de padrbes em agua (b), leite in natura (c) e leite in
1:

natura adicionado dos acidos organicos de interesse (d),
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latico, 2: acido ordtico e 3: acido citrico.
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5.3.1.2 Linearidade e efeito de matriz

Apds o tratamento de valores dispersos (outliers), as premissas
relacionadas a analise de regressdo linear simples foram confirmadas para as
curvas de calibragdo em agua e em matriz leite, para os trés acidos organicos nas
faixas de concentracido estudadas. Os resultados obtidos na matriz estdo detalhados
na Tabela 5.1.

Efeito de matriz foi comprovado para os trés acidos organicos (Figura
5.2). Diferencga significativa (p < 0,05) entre as inclinagées das curvas em solvente e
em extrato de leite foi observada nos trés casos (Tabela 5.2). Heteroscedasticidade
das variancias e diferenga significativa também entre as interse¢des foram
observadas para o acido orético. Ficou comprovado que a resposta cromatografica
na analise de acidos organicos em leite é afetada pela matriz. Logo, para o método
em questdo a utilizagdo de curvas de calibragdo elaboradas a partir da simples
diluicdo dos padrées dos &cidos latico, citrico e ordtico em solvente ndo é
apropriada.

A avaliagao do efeito de matriz ainda € pouco explorada em estudos de
validagao para analise de acidos organicos em leite e derivados. A utilizagédo de
curvas de calibracdo dos analitos em solvente sem a investigagdo do efeito de
matriz foi relatada em leite (PEREZ-RUIZ et al., 2004), em férmulas infantis (GILL;
INDYK, 2007) e em leite fermentado (GATEA et al., 2015). Em estudos de validagéo
de metodologia para a determinacao de acido latico em leite por cromatografia de
troca ibnica, foram usadas apenas de curvas de calibracdo em extrato de leite,
também sem a avaliacdo do efeito de matriz (MILAGRES et al., 2012). Em outro
relato, o efeito de matriz foi avaliado e nao detectado a partir da observagédo do
paralelismo das curvas preparadas em solugdo aquosa e em iogurte, mas sem a

utilizacédo de ferramentas estatisticas (COSTA et al., 2016).
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Tabela 5.1. Faixa de linearidade, coeficientes da curva de calibracdo em leite e testes estatisticos referentes ao método de

determinacao de acidos organicos em leite por CLAE-UV/DAD.

Acido organico (mg/L)

Estatistica*
Latico (n=21) Citrico (n=19) Orético (n=24)
Faixa linear (mg/L) 25,0a1.825,0 600,0 a 2.500,0 50a125,0
a -1.193,9 + 910,3 -2.168,7 + 2.553,9 -15.881,3 +4.873,8
b 1.619,7 + 20,6 2.153,0+£ 37,6 134.072,2 £ 1.583,9
R 0,985 0,987 0,987
d 1,816 1,364 1,971
tL 0,187 -0,538 -0,876
Fregressio 6,16 x 10°” 3,28 x 10°” 7,17 x 10%7
2,449 2,743™ 1,301"™

I:Falta de ajuste

*n: numero de observagdes apds tratamento de outliers (p < 0,05); a: coeficiente linear + erro padréo; b: coeficiente angular + erro padrdo; R: coeficiente de
correlagéo de Ryan-Joiner (p > 0,10); d: Estatistica de Durbin-Watson (p > 0,10); t.: t de Levene (p < 0,05); Fiegessio: razéo da varidncia do teste de
significancia da regress&o (***p < 0,001); Fraia de sjuste: Faz&0 da varincia do teste de desvio da linearidade (p > 0,05); ns: n&o significativo.
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Figura 5.2. Comparacao entre as curvas de calibragao de acidos organicos em agua

(A) e em extrato de leite (B).
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Tabela 5.2. Avaliagcao das intersecdes e das inclinagdes das curvas de calibracéo
dos analitos (acido latico, acido citrico e acido orotico) no solvente aquoso e na

matriz leite para a determinacéo de acidos organicos por CLAE-UV/DAD.

i Estatistica
Acido
Intersergao Inclinagao
(mg/L) GL
ta P to p

Latico 38 1,011™ 32x107 5677 2.0x10°
Citrico 36 1,130" 2,7 x10" 2,260 3,0x1072
Ordtico 40 3,233 28x10° 3,258 2,7 x10°%

GL: graus de liberdade (ns + n,, — 4), sendo ng nimero de pontos da curva para solvente e n,, nUmero
de pontos da curva para matriz leite; t,: estatistica t para contrastes entre intersegoes; t,: estatistica t
para contrastes entre inclinagbes; p: significancia ao nivel de 5% de probabilidade; ns: nao
significativo; *significativo.

5.3.1.3 Limites de deteccao e quantificacao, veracidade, repetibilidade e preciséo

intermediaria

Limites tedricos de detecgao e quantificagao de 3,0 mg/L e 3,1 mg/L; 25,0
mg/L e 31,5 mg/L; 30,5 mg/L e 35,0 mg/L foram observados para acido orético, latico
e citrico, respectivamente.

Para a determinagédo do LQ experimental, foram considerados os limites
tedricos citados, os resultados preliminares da concentragdo intrinseca destes
acidos organicos em amostras de leite in natura e o atendimento aos parametros de
precisdo e veracidade, que correspondiam ao primeiro nivel da faixa linear
estabelecida. Foram obtidos valores de 5,0 mg/L; 25,0 mg/L e 600,0 mg/L para os
acidos ordtico, latico e citrico, respectivamente. Limites similares foram reportados
para os acidos latico e citrico, utilizando eletroforese capilar (LIGOR et al., 2008).
Para determinacdo de acido latico por cromatografia liquida de troca ibnica, foram
encontrados valores mais elevados para LD e LQ (MILAGRES et al., 2012).

As recuperacbes meédias para os trés acidos organicos variaram entre
87% e 109%, atendendo ao critério de aceitacdo estabelecido de 80% a 110%
(AOAC 2012b; EC, 2002; INMETRO, 2016). Resultados satisfatérios para DPR,,
DPRR, HorRat, e HorRatg confirmaram a precisdo do método em condi¢cbes de
repetibilidade e precisédo intermediaria. O acido citrico foi o analito que apresentou
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melhores resultados para DPR; e DPRR, fato que se justifica por ser o acido organico
predominante no leite in natura e UHT e avaliado neste estudo em concentrages
mais elevadas que os demais (Tabela 5.3).

Na quantificacdo de acidos organicos em queijo Ossolano por CLAE
foram relatados valores semelhantes de veracidade (80,8% a 92,5%) e de preciséo
em condicbes de repetibilidade (6,7% a 11,0%) (ZEPPA; CONTERNO; GERBI,
2001). Na validagao de metodologia por eletroforese capilar para analise de acidos
organicos em probioticos, Gatea et al. (2015) relataram valores de veracidade para

citrico e latico entre 94% a 110%, na faixa de concentracéo de 20 mg/L a 120 mg/L.
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Tabela 5.3. Veracidade, desvios padrao relativos em condi¢cdes de repetibilidade e de precisdo intermediaria, valores de HorRat e

incerteza expandida em percentual para a determinagéo de acidos organicos em leite por CLAE-UV/DAD.

. Concentragdo Veracidade

Acido n DPR;, (%) DPRg (%) HorRat, HorRatr U (%)
(mg/L) Rm (%)

Latico 25,0 12 108,9 11,5 13,8 1,8 1,4 25,4
325,0 11 87,1 3,0 12,3 0,7 1,8 7,8
1.825,0 12 97,0 3,8 9,9 1,1 1,9 6,0

Citrico 600,0 12 104,9 49 9,0 1,2 1,5 5,9
1.600,0 12 101,7 29 4.4 0,8 0,8 3,2
2.500,0 10 88,2 2,0 3,1 0,6 0,6 24

Ordtico 5,0 12 94,2 13,5 13,5 1,6 1,1 9,6
22,5 12 87,7 5,1 13,5 0,8 1,3 8,2
125,0 12 89,3 3,1 13,7 0,6 1,8 8,2

nivel de adicdo no leite in natura com desconto da

concentragdo intrinseca; n' numero de observagdes, apos tratamento de outliers (Grubbs); Ry:

Recuperacao média, DPR;: desvio padrao relativo, em condi¢des de repetibilidade; DPRRg: desvio padrao relativo, em condi¢gbes de preciséo intermediaria;
HorRat;: valor observado de DPR,; dividido pelo valor de DPR; de referéncia, definido como 2/3 de DPRR estimada pela equagdo modificada de Horwitz ou
Thompson; HorRatg: valor observado de DPRy dividido pelo valor de DPRg, estimado pela equagdo modificada de Horwitz ou Thompson; U: incerteza
expandida em percentual, a um nivel de confianga de 95% e fator de abrangéncia entre 2,0 e 2,3.
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5.3.2 Estimativa da incerteza de medigao

A incerteza expandida percentual variou entre 6,0% e 25,4% para acido
latico, entre 2,4% e 5,9% para o citrico e entre 8,2% e 9,6% para o acido orotico.
Nos trés casos, a curva de calibragao e a precisado intermediaria foram as fontes de
variagdo que mais contribuiram na estimativa da incerteza combinada.

Apesar da estimativa da incerteza de medicdo se tratar de uma
determinacdo recomendada e complementar a validagdo analitica, caracterizando
uma propriedade do conjunto de dados estudado (EURACHEM/CITAC, 2012;
EURACHEM, 2014; JCGM, 2008), sua realizagdo ainda é pouco frequente. Em
estudos recentes sobre a validacdo de métodos cromatograficos para a
determinacao de acidos organicos em alimentos (COSTA et al., 2016; KHOSRAVI,
et al., 2015; MILAGRES et al., 2012), a estimativa da incerteza da medigdo nao foi

apresentada.

5.3.3 Perfil de acidos organicos e acidez titulavel em leite UHT

O método cromatografico validado foi aplicado em amostras comerciais
(n=54) de leite UHT de trés diferentes regides do Brasil, para obtencao dos perfis de
ocorréncia dos acidos organicos orético, citrico e latico. Foi obtido também o perfil

do teor de acidez titulavel para essas amostras (Figura 5.3).
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Figura 5.3. Perfil de ocorréncia de acidez titulavel e acidos organicos, latico, citrico e orético no leite UHT brasileira (n = 54).
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Distribuigdes simétricas e ndo achatadas (curtose nao significativa) foram
observadas para os acidos citrico e orético, com médias estimadas semelhantes as
medianas. A distribuicdo do teor desses acidos no leite UHT segue a distribuicao
normal, segundo o teste de Jarque-Bera (JARQUE; BERA, 1987). Valores médios
entre 66,4 mg/L e 102,8 mg/L e 1.857,2 mg/L e 3.152,7 mg/L foram encontrados

para acido oratico e citrico, respectivamente (Tabela 5.4).

Tabela 5.4. Parametros estimados para a distribuicao dos acidos latico, citrico e

oroético e da acidez titulavel em leite UHT (n = 54).

Parametro Acido latico  Acido citrico Acido orético Acidez titulavel

Minimo 25,0 1.857,2 66,4 0,13
Maximo 214,0 3.162,7 102,8 0,19

X 71,8 2.503,8 83,9 0,16

s? 1.858,4 60.291,5 62,0 0,0001
o 1,415%** 0,016"* 0,49"* -0,197"*
as,—3 1,472* 0,31 0,031™* 0,107™*
Ccv 60,04 9,81 9,38 7,43

JB 22,884*** 0,219 2,221 0,373"*
Ps 30,9 2.115,5 72,9 0,15
Pa2s 38,9 2.330,8 78,0 0,15
Pso 58,1 2.503,6 81,6 0,17
P7s 89,2 2.649,3 89,2 0,17
Pos 165,2 2.909,5 99,5 0,18
Pog 188,5 3.028,5 102,7 0,19

X': média, mg/L; s> variancia, mg?L? (4cidos organicos); X : média, g/100 mL; s variancia,
g*100 mL? (acidez titulavel); as: coeficiente de assimetria; a, — 3: coeficiente de curtose; CV:
coeficiente de variagéo; JB: 2 para o teste de normalidade de Jarque-Bera; ™ p > 0,05; * p < 0,05; **
p <0,01; *** p <0,001; Ps: percentil 5; P,s: percentil 25; Psq: percentil 50 (mediana); Ps: percentil 75;
Pgs: percentil 95 e Pgyg: percentil 99.

Teores de acido citrico entre 936,0 e 1.827,8 mg/L foram reportados em
leites in natura e UHT (PEREZ-RUIZ et al., 2004; SHAPIRO; SILANIKOVE, 2011;
TORMO; 1IZCO, 2004; VENICA; PEROTTI; BERGAMINI, 2014), valores mais baixos

do que os observados no presente estudo, o que era esperado, uma vez que todos
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os fabricantes declararam a utilizacdo do estabilizante citrato de sédio nos leites
UHT avaliados, o que faz aumentar o conteudo de acido citrico neste produto.

Os teores de acido orético determinados se enquadraram nas faixas
observadas por Indyk; Woollard (2004), Tormo; lzco (2004) e Vénica; Perotti;
Bergamini (2014), que encontraram teores entre 23,9 e 104,0 mg/L em leite in natura
e por Anastasi et al. (2000) e Cataldi et al. (2006) que observaram valores entre 22,7
e 125,7 mg/L em leites pasteurizado, UHT e em po.

A baixa variabilidade dos resultados observada para os acidos citrico e
orotico (CV < 10%) sugerem que o teor desses acidos no leite € relativamente
constante, independente do processamento, regido, marca e outras fontes de
variacdo. Os resultados apresentados demonstram que a avaliagcdo dos teores
destes acidos organicos pode ser utilizada como indicadores de qualidade,
principalmente para verificar a proporcionalidade do leite em alimentos processados
e também investigar adulteragdes por diluicdo. A estabilidade do acido orético
submetido aos tratamentos térmicos de pasteurizacdo e esterilizagdo, e a
estabilidade sazonal do acido citrico em leite in natura foram apresentadas em
outros estudos (CHEN; LEWIS; GRANDISON, 2014; SAIDI; WARTHESEN, 1989).

Para a distribuicdo do acido latico foi observada assimetria positiva e
significativa (p < 0,001). A distribuicdo tem desvio significativo da curtose (p < 0,05)
e da normal, segundo o teste de Jarque-Bera (p < 0,001). Valores médios entre 25,0
mg/L e 214,0 mg/L foram encontrados para este acido.

Dos trés acidos organicos avaliados, o latico foi o que apresentou maior
variabilidade (CV = 60%). Tais resultados sugerem a ocorréncia indesejada da
acidificacao do leite em alguma etapa do processamento e reforca a indicacéo da
avaliagao do teor deste acido em leite como uma ferramenta de monitoramento do
controle de qualidade. Neste trabalho, observou-se que 95% da distribuicdo continha
teores de acido latico menores que 165 mg/L (0,0165%), indicando que valores
superiores a estes podem estar associados a ocorréncia de falhas no processo
produtivo. A variabilidade dos resultados remete a heterogeneidade da producéo de
leite no Brasil, tanto das condi¢des higiénico-sanitarias de produgédo, como das
condigdes tecnoldgicas durante o processamento, o transporte e o armazenamento

do produto acabado.
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Valores muito diferentes deste estudo sao reportados para teores de
acido latico em leite in natura e UHT. Torriero et al. (2003) e Zaydan; Dion; Bouijitita
(2004) relataram valores entre 14,4 mg/L e 67,5 mg/L, em leite argentino e francés,
respectivamente. Ja Tormo; lzco (2004) e Vénica; Perotti; Bergamini (2014),
observaram quantidades entre 174 mg/L e 200 mg/L para leite in natura produzido
na Espanha e na Franga, respectivamente. Teores ainda mais elevados foram
citados por Milagres et al. (2012) em leite in natura Dbrasileiro submetido a
acidificagado natural (394,2 a 964,7 mg/L) e por Pérez-Ruiz et al. (2004), em leite
UHT (1.047,0 mg/L a 1.497,0 mg/L) comercializado na Espanha. Como a
concentragéo intrinseca do acido latico no leite recém-ordenhado € relatada como
pouco expressiva (ZAYDAN; DION; BOUJITITA, 2004), a variabilidade dos teores
observados pode ser explicada pela ocorréncia da fermentacdo do leite. Isso
demonstra a importancia da quantificagdo do acido latico na avaliacdo da qualidade
do leite.

Diferentemente do acido latico, distribuicdo normal, simétrica e nao
achatada foi observada para a AT no leite UHT brasileiro. Valores médios entre 0,13
e 0,19 g de acido latico/100 mL de leite, e baixa variabilidade (CV = 7,4%) foram
obtidos. Apesar da determinagao da AT ser um indicador analitico utilizado para
avaliar a acidez do leite expressa em acido latico, a variabilidade para o perfil
encontrado para a AT é muito inferior a encontrada para o AL, o que indica a
fragilidade deste indicador de qualidade do leite. Ou seja, o conteudo da acidez
titulavel do leite ndo representa, de fato, o conteudo do acido latico. Além disso, é
sabido que o uso de estabilizantes e a adicdo ilicita de neutralizantes como
hidroxidos, carbonatos e bicarbonatos ao leite também afetam diretamente a AT,
pois neutralizam parte do acido latico produzido pela agdo microbiana (KUMAR et
al., 2016; MILAGRES et al., 2012).

Teores de AT entre 0,16 e 0,17 g/100 mL foram relatados em amostras de
leite UHT fabricadas em trés paises do Mercosul (DOMARESKI et al., 2010), e entre
0,15 g/100 mL e 0,22 g/100 mL, em estudos de shelf life de leite UHT integral
(LONGHI et al., 2012).
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5.3.4 Efeito da fermentagao do leite nos teores de acidos orgénicos e acidez

titulavel

A alteracdo dos teores de acido latico, citrico e orético durante a
manutengdo do leite in natura a 37 £ 1 °C esta representada na Figura 5.4. Os
teores de acido citrico (2.119,8 mg/L + 62,6 mg/L) e ordtico (80,6 mg/L £ 3,1 mg/L)
nao foram influenciados pela acidificagdo natural (p > 0,05). Por outro lado,
observou-se baixo teor de acido latico no leite in natura recém-coletado e discreto
aumento nas primeiras 6 horas de fermentagao, atingindo o maximo de 36,2 mg/L
(0,0036%). Apods este periodo, o teor de acido latico aumentou rapidamente,
atingindo valores proximos a 600 mg/L (0,06%) apos 9 horas, sendo seu aumento
atribuido ao desenvolvimento microbiano. Esse comportamento também foi
observado por Milagres et al. (2012), que reportaram um aumento de 394,2 mg/L
para 964,7 mg/L, apos 8 horas de manutengao do leite in natura em banho de agua
a 36 °C. Em condigdes de incubacao a 45 °C durante 4 horas, Bouteille et al. (2013)
observaram um aumento de aproximadamente 4 vezes do teor de acido latico,
também em leite in natura.

A alteracdo dos teores de AT ao longo do processo fermentativo foi
semelhante ao observado para o acido latico. A concentracao inicial de AT (0,15 g
acido latico/100 mL) também permaneceu constante até 6 horas de fermentacao,
registrando um rapido aumento apds esse periodo, até atingir um teor maximo de
0,24 g de acido latico/100 mL. Na representacdo grafica a acidez titulavel foi
expressa em mg/L, para padronizar e facilitar a comparagéo com os teores de acido

latico.



122

600 - - 3.000
500 1 - 2500
3 >
S 400 A—h— £
= - 2000 ©
) ©
£ 300 - |
% ' ® - 1.500 §
o 200 - °
:(% <
= 0 - 1.000 o
O o O— —— —e Py §
. . e 5

0or— : : : 500
0 2 4 6 8 10

Tempo (horas)

—o—Latico —e—Orotico —e—Acidez Titulavel —a&— Citrico

Figura 5.4. Variacdo dos teores de acido latico, citrico e orotico e acidez titulavel

durante a acidificagao natural do leite.

5.3.5 Teores de acido latico e acidez titulavel em leite

A determinacédo da AT € comumente utilizada para avaliar a qualidade do
leite e a ocorréncia de deterioracédo por processos fermentativos. Valores entre 0,14
a 0,18 g de acido latico/100 mL sdo regulamentados no Brasil (BRASIL, 2011),
enquanto na China e na Russia um intervalo mais abrangente, de 0,12 a 0,21
g/100 mL é aceitavel (CHINA, 2010; CU, 2013).

No entanto, a acidez titulavel ndo é um bom indicador do conteudo real de
acido latico. Aléem da AT nao representar apenas a concentracdo de acido latico,
mas também de outras substancias no leite que possuem carater acido, o uso de
estabilizantes e a adigéo ilicita de neutralizantes como hidroxidos, carbonatos e
bicarbonatos ao leite também afetam diretamente a AT, pois neutralizam parte do
acido latico produzido pela agao microbiana (KUMAR et al., 2016; MILAGRES et al.,
2012). A acidez titulavel também pode ser afetada por outros fatores, como a
hidrélise da gordura do leite e liberagdo de acidos graxos, tratamento térmico e

remogao de gases soluveis, e até mesmo pela velocidade da titulagdo, devido a
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precipitagdo de fosfato de calcio, provocando a liberagdo de ions H* (CHANDAN;
KILARA; SHAH, 2008; MCCARTHY; SINGH, 2009).

A avaliagdo dos teores reais de acido latico no leite representa uma
ferramenta de controle mais fidedigna para avaliar a qualidade do leite que a
determinacao da AT (KUMAR et al., 2016; SUNDEKILDE et al., 2013), pois seria
possivel quantificar tanto o acido latico livre como o lactato produzido apds a adi¢cao
de neutralizantes.

No presente estudo foi possivel constatar que apesar de serem
observados teores considerados aceitaveis para a AT em leite UHT comercializado
no Brasil e baixa variabilidade entre as amostras (CV = 7,4%), os valores
encontrados para o teor real de acido latico apresentaram consideravel variabilidade
(CV = 60%), dificultando estabelecer uma relagao direta e proporcional entre o teor
de acido latico e a AT em leite UHT (Figura 5.5). Essa variabilidade elevada pode
ser explicada pelo desenvolvimento microbiano e producdo de acido latico nas
diferentes amostras de leite UHT, nao refletida no conteudo da acidez titulavel.

Durante a inducao da acidificagao natural do leite in natura em condicbes
controladas (37 £ 1 °C) observou-se que apesar de haver uma relagdo direta entre
acido latico e AT, o teor do acido latico aumentou 15 vezes apdés 8 horas de
fermentacdo, enquanto a AT ainda se enquadraria nos valores maximos tolerados

em varios paises do mundo.
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Figura 5.5. Teores de acidez titulavel, expressa em gramas de acido latico por
100 mL de leite e acido latico em leite UHT (n = 54).

Nota: Intervalo entre 0,14 a 0,18 g/100 mL: valores de referéncia para AT em leite fluido no Brasil;
intervalo entre 0,12 a 0,21 g/100 mL: valores de referéncia para AT em outros paises.

5.4 Conclusao

O método validado é simples, rapido, e mostrou-se adequado para a
determinacao simultanea dos acidos latico, citrico e ordtico em leite in natura e UHT,
desde que utilizada curva de calibragdo dos padroes na matriz leite (curva
matrizada).

Os teores reportados para estes acidos podem fornecer subsidio para o
estabelecimento de valores de referéncia que caracterizem desvios de qualidade ou
ocorréncia de adulteracoes.

Comprovou-se que a AT nao representa adequadamente o teor de acido
latico no leite. A variabilidade dos teores de AL € superior, tanto em amostras de
leite UHT quanto em condi¢des simuladas de deterioracdo do leite devido a

fermentacao, sendo o AL um indicador de qualidade mais sensivel.
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6 CAPITULO 3. VALIDAGAO DE METODO ENZIMATICO PARA
DETERMINAGAO DE ACIDO LATICO E MONITORAMENTO DA QUALIDADE
DO LEITE

RESUMO

Um meétodo reflectométrico rapido, simples e pratico para a determinacéo de acido
latico em leite fluido foi validado e comparado com o método de referéncia por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccao por ultravioleta e arranjo de
fotodiodos (CLAE-UV/DAD). Seletividade, linearidade (3,0 a 48,0 mg/L), veracidade
(recuperacgao entre 85% e 120%), repetibilidade (DPR; entre 3,1% e 9,5%), precisao
intermediaria (DPRR entre 6,5% e 10,5%), razdo HorRat, (entre 0,4 e 1,2), razdo
HorRatg (entre 0,5 e 1,0) e incerteza expandida (entre 3,4% e 6,1%) foram
determinados. A correlagdo entre os métodos reflectométrico e CLAE foi
comprovada (Coeficiente de correlagdo produto-momento de Pearson de 0,978;
Coeficiente de Concordancia de Correlagao de Lin de 0,965 e desvio da linearidade
nao significativo, p > 0,10, para a regresséo de Passing-Bablok). Os teores de acido
latico em amostras armazenadas refrigeradas (6 £ 1 °C) por até dois dias e
congeladas (-15 a -30 °C) por até 1 més nao sofreram alteragdes significativas (p >
0,05). Amostras de 41 produtores de 8 diferentes cidades de uma mesma regiao,
que produziam em média 19.610 litros de leite/dia, foram utilizadas para se estudar a
concentracao intrinseca de acido latico (3,0 mg/L e 28,0 mg/L) e a acidez titulavel
(0,16 £ 0,02 g/100 mL) em leite in natura. Para o leite UHT processado a partir deste
leite in natura, foram encontrados valores entre 22,0 mg/L e 245,0 mg/L (acido latico)
e 0,16 £ 0,01 g/100 mL (acidez titulavel). Os resultados obtidos demonstraram a
adequacao ao uso do método reflectométrico e uma boa correlagdo com o método
cromatografico. Foi evidenciada a importancia da avaliagdo do teor de acido latico
no controle de qualidade do leite, sua vantagem em relagdo a determinagao da
acidez titulavel e a também a necessidade de se estabelecer valores de referéncia

para um monitoramento mais efetivo.

Palavras-chave: validagao intralaboratorial, métodos enzimaticos, cromatografia,

correlacéo, acidez titulavel, leite UHT.
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6.1 Introducédo

O leite obtido e armazenado em condig¢des higiénico-sanitarias insatisfatérias
a sua conservagao esta sujeito ao crescimento microbiano indesejado e
consequente acidificagdo (SOWMYA et al., 2013). O acido latico é produzido a partir
da fermentacdo da lactose e sua determinagao pode ser uma ferramenta util tanto
para a deteccao precoce da contaminagdo microbiana no leite fresco, como para o
monitoramento durante o0 processamento e armazenamento de produtos
processados, como o leite UHT (CHEN et al., 2011; MARRAZZA; CAGNINI;
MASCINI, 1994; PALMISANO et al., 2001; SKLADAL et al., 1993).

Apesar da avaliacdo dos teores de acido latico ser amplamente recomendada
para o monitoramento da qualidade do leite (NGUYEN-BOISSE et al., 2013;
RATHEE et al.,, 2016), ndo ha valores de referéncia estabelecidos e os teores
citados na literatura para leite fluido sdo muito discrepantes (PEREZ-RUIZ et al.,
2004; VENICA; PEROTTI; BERGAMINI, 2014; ZAYDAN; DION; BOUJTITA, 2004).
Sao escassos os estudos que avaliam os teores de acido latico no leite in natura e
no leite apds o processamento.

A disponibilidade de um método analitico rapido e simples para determinagéo
do lactato é de grande relevancia para fins de controle de qualidade do leite
(KUMAR et al., 2016; PALMISANO et al., 2001). A utilizacdo de diferentes
metodologias analiticas é relatada, como a cromatografia liquida alta eficiéncia
(CLAE) e a gasosa (CG), a espectrofotometria e os métodos enzimaticos, com
diferentes tipos de deteccdo (quimioluminescéncia, eletroquimica e fluorescéncia).
Embora CLAE e CG apresentem boa sensibilidade, precisao e reprodutibilidade, a
maioria dos métodos cromatograficos € laboriosa, demorada e requer equipamentos
de alto custo e profissionais qualificados, restringindo sua aplicabilidade
(BALLESTA-CLAVER; VALENCIA-MIRON; CAPITAN-VALLVEY, 2008; BORI et al.,
2012; CHEN et al., 2015; KAN et al., 2015). Por outro lado, os métodos enzimaticos
classicos e o0s biosensores para a determinagdo de lactato sido altamente
especificos, sensiveis, simples, rapidos, normalmente nao necessitam de pré-
tratamento da amostra além da diluigdo, geram menos residuos e podem ser

utilizados em campo e em tempo real, além de envolverem equipamentos de baixo
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custo, quando comparado aos equipamentos cromatograficos (KUMAR et al., 2016;
RATHEE et al., 2016).

Os métodos enzimaticos para a determinagao do lactato sdo baseados na
oxidacdo do lactato a piruvato, na presenca de dinucleotideo de nicotinamida e
adenina (NAD) e da enzima lactato-desidrogenase (LDH), gerando piruvato e NADH
(NAD reduzido). O NADH produzido pode ser detectado diretamente por
absorbancia ou fluorescéncia, ou indiretamente a partir de reagbes e formacgéo de
compostos cromogénicos ou sinais elétricos (CHEN et al., 2015; KAN et al., 2015).
Especificamente para o kit utilizado neste estudo (Reflectoquant®, referéncia
1.16127.0001), o NADH formado, na presenca de diaforase, reduz um sal de
tetrazdlio formando um composto azul. Tal composto €& determinado
reflectometricamente e sua concentragao é proporcional ao conteudo de acido latico
ou lactato da amostra.

Muitos trabalhos tém focado no desenvolvimento e aplicacdo de biosensores
para a determinacdo de lactato (BORI et al., 2012; CHEN et al., 2011; CHEN et al.,
2015; MONOSIK et al., 2012b). Todavia, a determinagcdo de lactato pelo método
enzimatico combinado com a utilizagdo de sais de tetrazdlio impregnado em tiras
reativas ainda € pouco relatada, sobretudo para a matriz leite.

Neste trabalho é apresentada a validagao e a determinacéo da estimativa da
incerteza de medicdo de um meétodo enzimatico rapido e simples com deteccéo por
reflectancia para a quantificacido de acido latico em leite fluido in natura e UHT. A
correlagdo entre o método validado e a metodologia por CLAE-UV/DAD, foi avaliada
a partir do Coeficiente de Correlagado produto-momento de Pearson (r), Coeficiente
de Correlagado de Concordancia de Lin (CCC), método de Bland-Altman e regressao
de Passing-Bablok. O método foi aplicado em amostras de leite fluido, no intuito de
se comparar os teores obtidos em amostras de leite in natura recém-ordenhado com
aqueles encontrados em amostras de leite UHT, evidenciando a importancia do
monitoramento do teor do acido latico na avaliagdo da qualidade do leite. A
estabilidade dos teores de acido latico no leite submetido a diferentes condicbes de

armazenamento também foi avaliada.
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6.2 Material e métodos

Os ensaios analiticos foram conduzidos nas instalagdes do Laboratério de
Quimica Bromatoldgica (LQB) do Servigo de Quimica e do laboratério do Servigo de
Microscopia de Produtos, do Instituto Octavio Magalhdes (Laboratério Central de
Saude Publica de Minas Gerais/ LACEN-MG) da Fundagéao Ezequiel Dias.

As vidrarias, instrumentos e equipamentos de medicdo utilizados neste
trabalho possuiam calibracdo vigente, realizada por empresas acreditadas pelo
Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade Industrial (INMETRO) e

pertencentes a Rede Brasileira de Calibragdo (RBC).

6.2.1 Amostras

Leite in natura obtido na Fazenda Experimental Professor Hélio Barbosa da
Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais em Igarapé (Minas
Gerais, Brasil) foi utilizado para a validagdo do método e estudo de estabilidade da
amostra ao armazenamento em diferentes condicdes de armazenamento. Entre
maio e agosto de 2015 foram coletadas quatro amostras de aproximadamente cinco
litros de leite, diretamente do tanque de expansao, entre 2 a 3 horas apds a ordenha
matutina. O leite foi imediatamente transportado para o laboratério em condicbes de
refrigeracdo (4 °C por até 1 hora), caracterizado e mantido em temperaturas
inferiores a 7 °C até o momento da analise ou armazenado em condigdes pré-
determinadas para o estudo de estabilidade.

Para avaliacdo da correlagdo entre os métodos reflectométrico e
cromatografico foram utilizadas 50 amostras de leite UHT de marcas de relevancia
nacional. Uma embalagem de 1L de cada amostra foi coletada, identificada e
transportada ao laboratério a temperatura ambiente, ficando armazenada em local
fresco e arejado até o momento da analise.

A aplicagao do método foi realizada em amostras de leite in natura obtidas em
propriedades rurais do nordeste brasileiro (agreste pernambucano) e em amostras
de leite UHT, processadas em laticinios da mesma regido, fornecidas pelo
Departamento de Policia Federal (DPF), durante a realizagdo de uma operagao para

investigacdo de fraude em leite. As amostras de leite in natura foram coletadas
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imediatamente apdés a ordenha em frascos de polipropileno, e armazenadas sob
congelamento de -15 a -30 °C. Para transporte até o laboratorio, as amostras
congeladas foram armazenadas em caixas de isopor lacradas, contendo gelo seco.
As amostras de leite UHT foram enviadas a temperatura ambiente. As temperaturas

de armazenamento para cada caso foram mantidas até o momento da analise.

6.2.2 Kits, reagentes e solugdes

Todos os reagentes e padrdes utilizados foram de grau de pureza apropriado,
cujos valores encontravam-se descritos em seus respectivos certificados de analise.
Os kits para analise possuiam certificado de desempenho.

Foi utilizado kit Reflectoquant® para determinagao de acido latico, referéncia
1.16127.0001, faixa de trabalho: 3,0 mg/L a 60,0 mg/L da Merck (Darmstadt,
Alemanha).

Os reagentes utilizados e suas respectivas purezas foram: acido acético
(99,9%), fosfato de soédio monobasico (98%), fosfato de sodio dibasico (99,8%),
hidréxido de sédio (99%) e lactato de litio (99,5%), da Merck (Darmstadt, Alemanha);
carbonato de sddio (99,5%) e material de referéncia certificado (MRC) de lactato de
magnésio em solugdo aquosa (1.001,0 £ 6,0 mg/L) da Fluka (Buchs, Suiga); acido
citrico (100,5%), acido oxalico (102,1%), citrato de sddio tribasico (100%) e fosfato
de sddio tribasico (99%) da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil); acido férmico (99,1%),
acido orotico (99%) e bicarbonato de sédio (100,3%) da Sigma-Aldrich (Saint Louis,
USA) e mix comercial de fosfatos — Mix Viva L 80, mistura de tripolifosfato, fosfato
monossodico e dissodico (56,9 a 58,9% em P,0s), grau alimenticio, para uso como
estabilizante em leite e derivados, da Vivare (Matias Barbosa, Brasil). Agua ultrapura
(resistividade de 18,2 mQ/cm) foi obtida com sistema de gradiente de agua Milli-Q
(Millipore, Bedford, USA).

Para os estudos de validacdo, foram utilizadas solugbes recém-preparadas
em agua ultrapura do padréo recomendado pelo fabricante do kit: lactato de litio (0,2
g/100 mL), dos estabilizantes nas concentragbes de 10 g/100 mL (citrato de sédio,
mix de fosfatos, fosfatos monossddico, dissddico e trissédico), dos neutralizantes
(hidréxido de sédio a 1,5 g/100 mL, carbonato de sédio a 2,5 g/100 mL e bicarbonato

de sodio a 10,0 g/100 mL) e dos acidos organicos (acido acético a 2,0 g/100 mL,
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acido citrico a 15,0 g/100 mL, acido férmico a 1,0 g/100 mL, acido orético a 0,1
g/100 mL e acido oxalico a 0,25 g/100 mL). As concentragbes de cada solugéo
foram definidas de forma a se obter concentragdes finais no leite que atendessem os

niveis de estudo pré-estabelecidos.
6.2.3 Ensaio reflectométrico

Foi utilizado o equipamento RQFlex® - Reflectoquant, modelo Plus 10 da
Merck (Darmstadt, Alemanha). Antes da medigao, o equipamento foi calibrado com a
utilizacao de tira com codigo de barras especifica, disponibilizada como acessoério do
mesmo. Apds a calibragéo, foram inseridas as informagdes referentes ao ensaio de
acido latico, contidas também em tira com codigo de barras, referente ao lote de kit
em uso.

As amostras refrigeradas de leite in natura eram colocadas a temperatura
ambiente até que atingissem entre 15 °C a 25 °C, homogeneizadas por agitacéo e
inversdo da embalagem original por cinco vezes e transferidas para frascos de vidro.
Quando necessario, as amostras foram previamente diluidas 2, 5 ou 10 vezes com
agua ultrapura, de forma a obter valores de leitura entre 3,0 mg/L e 60,0 mg/L de
acido latico, conforme recomendacao do fabricante.

No ensaio reflectométrico, a tira de reacdo foi inserida em becker de vidro
contendo cerca de 5 mL da amostra de leite, simultaneamente ao acionamento do
tempo de reagcdo de 5 minutos no proprio equipamento. A tira era mantida em
contato com o leite por dois segundos, o excesso de amostra era retirado em papel
absorvente e a tira inserida no compartimento indicado no reflectdmetro. Ao final do
tempo de reacao, a concentracado de acido latico, em mg/L, foi lida diretamente no

visor do equipamento.
6.2.4 Validacéao e estimativa da incerteza de medigao
O método reflectométrico foi validado intralaboratorialmente, utilizando

amostras de leite in natura, previamente confirmadas quanto ao atendimento aos

requisitos fisico-quimicos previstos no Padrao de ldentidade e Qualidade do produto
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(BRASIL, 2011), amostras de leite adicionadas de padr&o de lactato de litio e MRC
de lactato de magnésio e amostras de leite in natura acidificadas naturalmente.

Seletividade, linearidade e faixa linear, veracidade, precisdo em condigdes de
repetibilidade, precisdo intermediaria, limites de deteccdo e quantificagcdo foram
investigados conforme descrito por Souza; Junqueira; Ginn (2005) e Souza; Pinto;
Junqueira (2007). O nivel de significancia adotado nos testes de hipoteses foi de 5%
de probabilidade. A estimativa de incerteza foi determinada a partir da incerteza
padrao combinada, incerteza padrao expandida e a incerteza padrao expandida
percentual (EURACHEM/CITAC, 2012).

6.2.4.1 Seletividade

Para verificar a seletividade do método ao acido latico, foram considerados os
seguintes interferentes em potencial: acidos organicos cuja presenca ja tinha sido
relatada no leite (MARSILI et al., 1981; TORMO; [ZCO, 2004), estabilizantes
legalmente permitidos no processamento de leite UHT e neutralizantes
supostamente utilizados na adulteracdo do leite, para mascarar o desenvolvimento
da acidez por fermentagdo microbiana. As concentragdes utilizadas de cada
interferente basearam-se nos teores citados em leite (acidos organicos), quantidade
maxima permitida como aditivo (estabilizantes) e quantidades suficientes para
reduzir a acidez titulavel do leite a valores inferiores a 0,14 g de acido latico/100 mL
(neutralizantes).

Utilizou-se amostras de leite in natura e amostras de leite adicionadas
individualmente dos acidos organicos: acético (0,01 g/100 mL), citrico (0,15 g/100
mL), férmico (0,004 g/100 mL), orético (0,01 g/100 mL) e oxalico (0,002 g/100 mL);
dos estabilizantes: fosfato monossadico, dissddico e trissodico, citrato de sddio e mix
de fosfatos (0,10 g/100 mL) e dos neutralizantes: hidroxido de sodio (0,03 g/100 mL),
carbonato de sédio (0,05 g/100 mL) e bicarbonato de sédio (0,30 g/100 mL).

As amostras de leite in natura sem adicdo e adicionadas de interferentes
foram analisadas em trés replicatas independentes. Valores dispersos foram
identificados pelo teste de Grubbs. As premissas de normalidade dos residuos e
homogeneidade das variancias foram verificadas pelos testes de Ryan-Joiner e
Levene modificado, respectivamente (SOUZA; JUNQUEIRA; GINN, 2005; SOUZA,
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PINTO; JUNQUEIRA, 2007). Apos a verificagdo do atendimento das premissas, as
meédias obtidas em cada tratamento foram comparadas por analise de variancia -
teste F para delineamento inteiramente casualizado, ao nivel de 5% de

probabilidade utilizando o software Excel 2013.

6.2.4.2 Linearidade

A linearidade foi verificada a partir de curva de calibracdo externa preparada
em sete niveis de concentragao e trés replicatas independentes para cada nivel. As
concentracdes de adicdo no leite in natura foram: 3,0, 10,0, 17,0, 24,0, 31,0, 38,0 e
48,0 mg/L de lactato de litio.

A linearidade da curva foi avaliada pelo método dos minimos quadrados
ordinarios, os valores discrepantes foram tratados pelo teste dos residuos
padronizados Jacknife e o atendimento as premissas relacionadas a analise de
regressao: normalidade (teste de Ryan-Joiner), homogeneidade de variancias (teste
de Brown-Forsythe ou Levene modificado) e independéncia dos residuos da
regressao (teste de Durbin-Watson) foi investigado, conforme proposto por Souza &
Junqueira (2005).

6.2.4.3 Limites, veracidade, precisido e estimativa da incerteza de medigcao

Os limites de detecgdo (LD) e quantificagdo (LQ) tedricos foram avaliados a
partir de doze replicatas independentes de amostras de leite in natura, com teor de
acido latico proximo ao limite inferior da faixa de medicdo do kit (3,0 mg/L). Os
valores de LD e LQ foram estimados como 3 e 10 vezes, respectivamente, o desvio
padrao amostral obtido (EURACHEM, 2014; INMETRO, 2016).

O LQ do método foi confirmado experimentalmente, pela obtencado de
resultados aceitaveis para os parametros de precisdao e veracidade (EC, 2002;
SOUZA; PINTO; JUNQUEIRA, 2007).

Recuperacdo, precisdo em condicbes de repetibilidade e precisdo
intermediaria foram estudadas em amostras de leite preparadas em quatro niveis de
concentracdo e doze replicatas independentes, no intervalo de leitura do kit. Tais

parametros foram investigados em amostras de leite adicionadas de 1,0, 3,0, 24,0 e
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48,0 mg/L de lactato de litio. As analises foram realizadas em quatro baterias
distintas, variando-se dias, analistas, solugbes e reagentes (SOUZA; JUNQUEIRA;
GINN, 2005; SOUZA; PINTO; JUNQUEIRA, 2007).

Repetibilidade e precisdo intermediaria também foram avaliadas nas
seguintes amostras de leite: in natura sem diluigao, in natura diluida duas vezes, e
apods fermentacgao e diluida dez vezes.

Ensaios complementares da veracidade e da precisdo em condigdes de
repetibilidade foram realizados utilizando MRC de lactato de magnésio (1.000,0 + 6,0
mg/L) adicionado as amostras de leite nas concentracdes de 3,0, 24,0, 48,0, 75,0 e
250,0 mg/L. ApoOs a adigao das concentragdes de 75,0 e 250,0 mg/L de MRC, as
amostras foram diluidas 5 e 10 vezes, respectivamente. As demais amostras foram
analisadas sem diluigao.

As recuperagdes foram estimadas e valores extremos foram investigados
para cada nivel de concentragao utilizando teste de Grubbs (SOUZA; JUNQUEIRA,;
GINN, 2005; SOUZA; PINTO; JUNQUEIRA, 2007). Valores médios entre 80 e 110%
foram considerados aceitaveis (AOAC 2012b; EC, 2002; INMETRO, 2016).

A precisao foi estimada por analise de variancia e expressas em termos de
desvio padrao relativo de repetibilidade (DPR;) e de precisédo intermediaria (DPRR).
As premissas relacionadas ao teste F foram previamente testadas (SOUZA,
JUNQUEIRA; GINN, 2005; SOUZA; PINTO; JUNQUEIRA, 2007). Para a avaliagao
da precisdo, as razoes HorRat foram determinadas e consideradas satisfatérias
quando o produto da divisdo fosse igual ou inferior a 2,0 (HORWITZ; ALBERT,
2006).

A incerteza de medigdo combinada foi estimada considerando quatro fontes
independentes: a repetibilidade ou precisédo intermediaria, a incerteza atribuida ao
MRC, a incerteza atribuida ao baldo volumétrico utilizado para diluigdo de amostras,
quando aplicavel, e a resolugdo do equipamento digital RQFlex® - Reflectoquant

(Equagao 6.1).

U=k\/u§+uﬁmc + uZ + u?

(EqQ. 6.1)
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Sendo U a incerteza de medi¢cdo expandida do analito na fragdo de massa

(mg/L), k o fator de abrangéncia, us a incerteza de precisdo da medida em termos de
repetibilidade, uyrc a estimativa de incerteza para o material de referéncia ou
padrao, U, a incerteza atribuida ao baldo volumétrico utilizado para diluicdo de

amostras, e U, a incerteza correspondente a resolugao do equipamento.

6.2.5 Correlagao entre os métodos reflectométrico e CLAE

A comparagdo entre os métodos reflectométrico e CLAE-UV/DAD validado
(limite de quantificacdo: 25 mg/L, veracidade: 88 a 109%; DPR; entre 2,0 € 13,5% e
DPRR entre 3,1 e 13,8%), utilizado como referéncia no laboratério para determinagéo
de acido latico, foi realizada utilizando 50 amostras de leite UHT.

Foram utilizados testes estatisticos comumente empregados para avaliar a
concordancia entre metodologias: coeficiente de concordancia de correlagéo de Lin
(CCC) (FARREL, et al., 2012; LIN, 1992), coeficiente de correlagdo produto-
momento de Pearson (r) (GASPARINI; BARBIERI; MAZZER, 2007; RODRIGUEZ et
al., 2014), regressao de Passing-Bablok (FARREL, et al., 2012; JOURDIL et al.,
2013) e método de Bland-Altman (BLAND; ALTMAN, 2012; GIAVARINA, 2015;
JOURDIL et al.,, 2013; RODRIGUEZ et al., 2014;). Os dados foram analisados
utilizando o software Excel 2013 e XLSTAT 2016.

A concordancia entre métodos utilizando o CCC foi classificada como
“excelente concordancia” (CCC > 0,99), “concordancia substancial” (CCC entre 0,95
e 0,99), “concordancia moderada” (CCC entre 0,90 e 0,94) e “concordancia fraca”
(CCC < 0,90) (FARREL, et al., 2012; LIN, 1992).

O coeficiente de correlagéo produto-momento de Pearson representa o grau
em que duas variaveis (x e y) estao relacionadas, desde que a relagao seja linear.
Este coeficiente ndo tem unidade de medida e varia entre -1 e 1. Se r = 0, ndo ha
relacdo linear entre x e y e as variaveis ndo estdo correlacionadas (GASPARINI;
BARBIERI; MAZZER, 2007).

A regressdo de Passing-Bablok permite avaliar a linearidade entre dois
meétodos, a partir do teste de linearidade acumulativa (Cusum). O teste é utilizado

para avaliar se os residuos estao dispersos aleatoriamente acima e abaixo da linha



141

de regressado e nao exibem qualquer distingdo de tendéncia. Valores de p < 0,01
indicam desvio significativo da linearidade. (FARREL, et al., 2012; JOURDIL et al.,
2013).

O grafico de Bland-Altman foi plotado a partir das médias das duas medidas
(eixo X) e da diferenca entre as medidas (eixo Y). E recomendado que 95% dos
dados esteja dentro do intervalo: média + 2 desvios padréo (GIAVARINA, 2015).

Os métodos também foram comparados utilizando estatistica descritiva. A
distribuicdo do teor do acido latico no leite UHT foi caracterizada pelas medidas de
tendéncia central (média e mediana), dispersao (varidncia e coeficiente de variagao)
e coeficientes de assimetria e curtose. Foram estimados os percentis da distribuigcao
dos dados, sendo a aderéncia a distribuicdo normal avaliada pelo teste de Jarque-
Bera (JARQUE; BERA, 1987).

6.2.6 Estabilidade do teor do acido latico em leite in natura em diferentes condicoes

de armazenamento

A estabilidade do acido latico foi avaliada em duas condigcbes de
armazenamento: refrigeragao e congelamento.

Leite in natura recém-ordenhado e imediatamente refrigerado foi
homogeneizado e fracionado em frascos de polietileno. Trés deles foram mantidos
refrigerados (6 = 1 °C) e os teores de acido latico foram quantificados nos tempos 0,
24 e 48 horas. Quatro frascos foram congelados entre -15 e -30 °C por até 31 dias.
Os teores de acido latico foram determinados nos tempos 0, 5, 20 e 31 dias. Cada
frasco de leite foi submetido ao descongelamento lento em condigées de
refrigeracdo, uma unica vez. Nos dois estudos, as determinagdes de acido latico em
cada frasco foram realizadas em trés replicatas independentes, para cada tempo de
armazenamento.

Valores dispersos foram identificados pelo teste de Grubbs. As premissas de
normalidade dos residuos e homogeneidade das variancias foram verificadas pelos
testes de Ryan-Joiner e Levene modificado, respectivamente (SOUZA; JUNQUEIRA,;
GINN, 2005; SOUZA; PINTO; JUNQUEIRA, 2007). Apdés a verificagdo do

atendimento das premissas, as médias obtidas em cada tempo foram comparadas



142

por analise de variancia - teste F para delineamento inteiramente casualizado, ao

nivel de 5% de probabilidade, utilizando o software Excel 2013.

6.2.7 Acido latico em leite in natura e apds processamento UHT — estudo de caso

sobre a avaliagao do teor como ferramenta de controle de qualidade

Para avaliagao do perfil da concentragao intrinseca de acido latico no leite in
natura foram utilizadas amostras pré-selecionadas pela DPF, de 47 produtores de 8
cidades que compde a mesorregiao do agreste meridional de Pernambuco. Os
municipios foram escolhidos considerando a produgado leiteira, o0 numero de
produtores e a destinacado do leite para beneficiamento em laticinios produtores de
leite UHT. Informacdes sobre raga, tamanho do rebanho, producao leiteira diaria,
tipo de ordenha e alimentagao animal foram levantadas.

O atendimento aos requisitos fisico-quimicos previstos no Padrdo de
Identidade e Qualidade do produto (BRASIL, 2011) foi verificado de acordo com as
metodologias da Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2012b). Foram
desconsideradas as amostras com resultados insatisfatérios para pelo menos dois
dos trés parametros: acidez titulavel, indice crioscopico e densidade.

Os teores de acido latico e acidez titulavel também foram avaliados em 24
amostras de leite UHT, fabricado em quatro laticinios que processavam o leite in
natura oriundo das propriedades rurais selecionadas. As amostras foram fornecidas
pelo DPF, tendo sido coletadas no mercado local, na mesma época da coleta das
amostras de leite in natura.

Os teores de acido latico e acidez titulavel nos leites in natura e UHT foram
caracterizados pelas medidas de tendéncia central (média e mediana) e dispersao
(desvio padréao e coeficiente de variagdo). Os percentis da distribuicdo dos dados

também foram estimados.
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6.3 Resultados e Discussao

6.3.1 Validacao

6.3.1.1 Seletividade

A seletividade analitica foi confirmada neste estudo, pois nenhum dos
interferentes avaliados sejam eles acidos organicos, estabilizantes ou neutralizantes
da acidez, interferiram significativamente (p > 0,05) na quantificacdo do teor de acido
latico no leite (Tabela 6.1).

Este parametro refere-se a capacidade do método em determinar analitos
especificos em misturas ou matrizes sem a interferéncia de outros componentes de
comportamento semelhante (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002). Logo, a
elevada especificidade atribuida aos métodos enzimaticos (BALLESTA-CLAVER;
VALENCIA-MIRON; CAPITAN-VALLVEY, 2008; MINAMI et al., 2015; MONOSIK et
al., 2012a) foi confirmada nesse estudo.

Os analitos avaliados no estudo de seletividade interferem em outras
metodologias utilizadas para verificagdo da qualidade e a ocorréncia de adulteragdes
em leite, tais como a determinagao da acidez titulavel, o pH e da alcalinidade das
cinzas (KUMAR et al., 2016; MILAGRES et al., 2012; SOWMYA et al., 2013). Muitos
meétodos tém sido desenvolvidos para a deteccdo de neutralizantes em leite,
baseados em principios de colorimetria, potenciometria e titulacdo. Contudo, a
adicdo de neutralizantes em pequenas quantidades, suficiente apenas para
neutralizar a acidez excessiva, pode dificultar a sua detecgdo (SOWMYA et al.,
2013). Diferentemente destes métodos, os enzimaticos determinam tanto o &cido
latico como sua base conjugada, o lactato. Portanto, o método em estudo seria
aplicavel para amostras de leite, independente do uso de estabilizantes e ocorréncia

de adulteragcbes com neutralizantes.
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Tabela 6.1. Avaliacido da seletividade do método reflectométrico na presenca de

acidos organicos, estabilizantes e neutralizantes da acidez.

Adicao no leite

Matriz/Interferente Acido latico (mg/L)
(9/100 mL)
Estabilizantes (p = 0,97)
Leite controle - 8,0+ 1,8°
Citrato de sodio 0,10 8,0+ 1,3
Mix de fosfatos 0,10 8,2 +1,4°
Fosfato monossédico 0,10 72+1,7°
Fosfato dissédico 0,10 7,9+ 1,02
Fosfato trissodico 0,10 79+1,3°
Neutralizantes da acidez (p = 0,41)
Leite Controle - 10,7 + 1,5°
Hidroxido de sédio 0,03 9,5+0,7°
Carbonato de sodio 0,05 9,1+1,72
Bicarbonato de sodio 0,30 8,9+1,0°
Acidos orgénicos (p = 0,51)
Leite Controle - 9,2 +0,9?
Acido acético 0,010 9,9 +0,6°
Acido citrico 0,150 10,1 +1,4°
Acido férmico 0,004 9,9 +0,4%
Acido ordtico 0,010 9,2 +0,5°
Acido oxalico 0,002 10,1+ 0,12

®meédias + desvio padrdo (n = 3), seguidas de uma mesma letra no diferem entre si, pelo ao nivel de
5% de significancia (p > 0,05).

Método enzimatico-colorimétrico para determinar lactato em leite fresco e
acidificado também se mostrou seletivo na presenca de hidréxido de sédio e formol
(KUMAR et al., 2016). Igualmente, acucares (D-glicose, D-frutose, L-arabinose, D-
galactose e maltose), acidos organicos (acético, ascorbico, citrico, malico, lactico e
succinico), etanol e glutamina nao interferiram na quantificacdo de acido latico em

cervejas pelo método enzimatico-amperométrico (VARGAS et al., 2016).
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6.3.1.2 Linearidade

Apo6s tratamento de valores dispersos e confirmacdo das premissas
relacionadas a analise de regresséo linear simples, linearidade foi demonstrada para
a determinagdo do 4&acido latico pelo método reflectométrico, na faixa de

concentracéo estudada (Tabela 6.2).

Tabela 6.2. Estatisticas relacionadas a regressdo linear simples do método

reflectométrico para a determinagao de acido latico.

Estatistica Valor

Equacéao da reta (y)

Faixa linear (mg/L) * 3,0a48,0
a 0,657 £ 0,013
b 4,226 £ 0,484

Regresséo linear

n 19
R 0,967
d 1,944
t -1,000
Fregressao 2,45x10°
FFaita de ajuste 2,485

*niveis de adicdo de lactato de litio no leite: 3,0, 10,0, 17,0, 24,0, 31,0, 38,0 e 48,0 mg/L; a:
coeficiente linear; b: coeficiente angular; n: nimero de observacdes apds tratamento de outliers
(p < 0,05); R: coeficiente de correlagdo de Ryan-Joiner (p > 0,10); d: Estatistica de Durbin-Watson
(p > 0,10); t.: Estatistica de Levene (p < 0,05); Fregressso: razéo da variancia (p < 0,001); Fraita de sjuste:
razao da variancia (p > 0,05).

Para utilizacdo do Reﬂectoquant®, o kit especifico para cada analito é
calibrado pelo fabricante, e para cada lote de kit &€ fornecido um cddigo de barras
contendo as informagdes de calibragago (MERCK, 2013). Apesar de o método
reflectométrico proporcionar a obtengdo de resultados diretos em mg/L de acido
latico a partir da utilizacdo deste cédigo de barras, a verificagado da linearidade do
método na matriz de interesse se faz necessaria, visto que o kit tem ampla

recomendacgao de uso, como alimentos em geral, cervejas, sucos e leite fermentado
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(MERCK, 2012). Neste estudo a linearidade foi comprovada, ndo havendo restricoes
para a utilizacdo dos resultados a partir pela leitura direta no equipamento.

Todavia, essa verificacdo da linearidade nao é rotineiramente realizada. Em
estudo comparativo de métodos para determinagdo de ambnia em carneos,
linearidade nao foi avaliada para o kit reflectométrico. Os autores consideraram que,
como o equipamento exibe a concentragdo de amédnia em mg/L automaticamente,
tal avaliagao nao se fazia necessaria (HIJAZ; SMITH; KASTNER, 2007).

Hostalkova; Klingelhdfer; Morlock (2013) avaliaram o desempenho de kit
reflectométrico para determinacéo de hidroximetilfurfural em méis e comparou com
metodologia por CLAE. Curvas de calibracdo externa foram elaboradas e os
resultados comparados com a leitura direta. No entanto, apesar da avaliacdo da
linearidade ter sido considerada satisfatoria, ela se restringiu a observagdao do
coeficiente de determinacdo. E sabido que a avaliacdo restrita a tal parametro é
insuficiente para se concluir sobre a adequagdo do modelo de regressao linear
simples (SOUZA; JUNQUEIRA, 2005).

6.3.1.3 Limites, veracidade, precisao e estimativa da incerteza de medicao

Os limites LD e LQ tedricos foram estimados em 1,1 mg/L e 3,7 mg/L de acido
latico, respectivamente. O LD experimental foi estabelecido como o limite inferior da
faixa de medigao do kit (3,0 mg/L), enquanto o LQ foi estimado em 4,0 mg/L, com
resultados satisfatorios para repetibilidade e precisédo intermediaria.

Valores similares de LD e LQ tedricos foram reportados na determinacédo de
lactato em produtos lacteos utilizando eletroforese capilar (GATEA et al., 2015),
método enzimatico-amperométrico (BORI et al., 2012) e biosensor de
quimioluminescéncia  (BALLESTA-CLAVER; VALENCIA-MIRON;  CAPITAN-
VALLVEY, 2008). Por outro lado, valores de LD e LQ tedricos cerca de 40 e 30
vezes superiores aos observados neste estudo, respectivamente, foram encontrados
para metodologias por cromatografia liquida por troca ibnica (MILAGRES et al.,
2012) e enzimatica-colorimétrica com observacao visual (KUMAR et al., 2016). Em
nenhum dos estudos citados a determinacéo experimental dos limites foi realizada.

Os resultados para veracidade, repetibilidade, precisdo intermediaria e

estimativa de incerteza de medi¢ao sao apresentados na Tabela 6.3.
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Na avaliagcdo dos dados obtidos para veracidade, ndo foram identificados
outliers (teste de Grubbs) em nenhum dos niveis de concentragao estudados. Para
as amostras adicionadas de padrao de lactato de litio e nao diluidas, recuperacoes
médias entre 97% e 101% foram obtidas nos niveis estudados entre 5,0 mg/L e
15,3 mg/L, enquanto que para a faixa entre 33,4 mg/L e 60,3 mg/L, observou-se
valores entre 85% e 89%. A diminuicdo da recuperacdo em funcdo do aumento da
concentracao também foi observada para o método reflectométrico de determinagao
de amoénia na matriz carne (HIJAZ; SMITH; KASTNER, 2007). Provavelmente, tal
fato se deve a proporcao dos reagentes impregnados na tira reativa e saturagéo dos
sitios ativos para a reacido enzimatica.

Para as amostras adicionadas de padrao de lactato de litio e diluidas 2, 5 e 10
vezes, foram obtidas recuperagcbes médias de 101%, 113% e 120%,
respectivamente. Considerando a faixa de recuperagao recomendada de 80% a
110%, para amostras diluidas 5 e 10 vezes os resultados médios obtidos
ultrapassaram o limite superior maximo. Tal ocorréncia era prevista pelo fabricante
do kit (MERCK, 2014), que recomenda utilizar como faixa de aceitagao valores entre
80% e 120%. Neste caso, sugere-se realizar a corregdo da leitura para amostras
diluidas 5 ou 10 vezes.

Na avaliacdo da repetibilidade e precisdo intermediaria, as premissas
relacionadas ao teste F (normalidade dos residuos e homogeneidade das
variancias) foram atendidas. Resultados satisfatorios para DPR,, DPRg, HorRat, e
HorRatg confirmaram a precisao do método em condicbes de repetibilidade e
precisdo intermediaria.

A incerteza expandida percentual variou entre 3,1% e 6,1%, ao longo de toda
faixa de concentracado estudada. Apesar da estimativa da incerteza de medicao se
tratar de uma determinacdo recomendada e complementar a validagao analitica
(EURACHEM/CITAC, 2012; EURACHEM 2014; INMETRO, 2016), sua realizagédo
ainda é incomum. Em estudos recentes sobre a validagdo de métodos para a
determinacado de acido latico ou lactato por cromatografia (COSTA et al., 2016;
MILAGRES et al. 2012), por métodos enzimaticos e biosensores (HOSTALKOVA;
KLINGELHOFER; MORLOCK, 2013; VARGAS et al., 2016) e por eletroforese capilar

(GATEA et al., 2015) a estimativa da incerteza da medi¢cao néo é apresentada.
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Tabela 6.3. Veracidade e faixa de recuperacdo, desvio padrao relativo em condi¢cées de repetibilidade, precisdo intermediaria,

valores de HorRat e incerteza expandida para a determinacao de acido latico em leite pelo método reflectométrico.

Acido latico Veracidade Faixa de
n DPR, DPRgr HorRat, HorRatr U (%)

(mgl/L) Rm (%) recuperacgao (%)

4,02 12 - - 9,5 9,5 1,1 0,7 6,2
5,0° 12 101 92 -114 5,2 6,5 0,6 0,5 4,3
12,4° 12 - - 4,5 9,3 0,6 0,9 5,6
12,4¢ 6 97 98 - 102 3,1 - 0,4 - 3,4
15,3° 12 101 91-116 3,4 10,3 0,5 1,0 6,1
33,4¢ 6 87 82 -96 54 - 0,8 - 5,9
36,3° 12 89 76 - 101 3,2 10,5 0,5 1,1 6,2
57,4° 6 86 82-93 5,2 - 0,9 - 57
60,3° 12 85 76 - 94 3,8 8,6 0,6 1,0 5,2
84,1" 6 113 105 - 121 5,3 - 1,0 - 5,8
194,0° 12 - - 5,6 7,4 1,2 1,0 6,4
259,1" 6 120 112 - 131 51 - 1,1 - 5,6

? |eite diluido duas vezes; " leite adicionado de 1 mg/L de MRC e diluido 2 vezes; ° leite sem diluicdo; ¢ leite adicionado de 3,0 24,0 e 48,0 mg/L de MRC,
respectivamente; ° leite adicionado de 3,0; 24,0 e 48,0 mg/L de lactato de litio, respectivamente; "leite adicionado 75,0 mg/L de MRC e diluido 5 vezes; ? leite
fermentado e diluido 10 vezes; " leite adicionado 250 mg/L de MRC e diluido 10 vezes; n' nimero de observagdes, apds tratamento de outliers (Grubbs); Ry
recuperagao média; DPR,: desvio padrao relativo, em condigbes de repetibilidade; DPRRg: desvio padrao relativo, em condigdes de precisdo intermediaria;
HorRat,: valor observado de DPR, dividido pelo valor de DPR, de referéncia, definido como 2/3 da DPRRk estimada pela equagcdo modificada de Horwitz ou
Thompson; U: incerteza expandida em percentual, a um nivel de confianga de 95% e fator de abrangéncia entre 2,3 e 2,7.
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6.3.2 Comparacéao entre os métodos reflectométrico e CLAE

A correlagdo entre os meétodos reflectométrico e CLAE-UV/DAD para a
quantificacdo do acido latico em leite foi confirmada em todos os testes estatisticos
empregados.

Foi observada correlagdo positiva e significativa (p < 0,01) entre as duas
metodologias, com um coeficiente de Pearson igual a 0,978, assumindo uma relagéo
linear.

Concordancia classificada como “substancial’” entre os métodos foi observada
pela avaliagdo do coeficiente de concordancia de correlagdo de Lin, cujo valor
estimado foi de 0,965, com intervalo de confianca (95%) entre 0,946 e 0,978.

A regressao de Passing-Bablok nao revelou desvio significativo da linearidade
(p > 0,10) a partir da soma acumulativa. Foi obtida a equacéo de regressao linear: y
=-13,145 + 1,206 X, sendo o intervalo de confianga (95%) para a intersegao entre -9,
526 e -16,877 e para a inclinagao entre 1,140 e 1,267. O grafico de Bland-Altman
mostrou que a diferenga percentual entre os métodos reflectométrico e CLAE variou
entre -41 e 25%, com intervalo de confianga (95%) entre -39 e 28%. Logo, apenas
um dado extrapolou o intervalo de dispersao recomendado (média + 2s) (Figura
6.1).
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Figura 6.1. Avaliagdo da correlagédo entre os métodos CLAE e reflectométrico:

Regresséo de Passing-Bablok (A) e grafico de Bland-Altman (B). Eixo X: valores em

mg/L de &cido latico; eixo Y: diferengca em percentual entre os dois métodos (n = 50).

Legenda: IC - intervalo de confianga (95%).
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Pela avaliacdo da estatistica descritiva para comparacido dos meétodos
(Tabela 6.4), é possivel observar que valores superiores para o teor de acido latico
sdo encontrados com maior frequéncia para o método CLAE na faixa de
concentracado entre 20 mg/L e 60 mg/L. Para valores superiores a esta, o contrario
ocorre.

Para ambos os métodos, o mesmo perfil de distribuicdo do acido latico em
leite foi observado: assimetria positiva e significativa (p < 0,001), desvio da curtose
nao significativo (p > 0,05) e desvio da normal, segundo o teste de Jarque-Bera
(p <0,001). Valores médios entre 25,0 mg/L e 214,0 mg/L e entre 22,0 mg/L e

245,4 mg/L foram encontrados no método CLAE e reflectométrico, respectivamente.

Tabela 6.4. Estatistica descritiva para o teor de acido latico em leite estimado pelos

meétodos cromatografico (CLAE) e reflectométrico (n = 50).

Estatistica CLAE Reflectométrico
Minimo 25,0 22,0
Maximo 214,0 2454
X 75,1 76,0
s? 2.232,2 3.079,7
O3 1,259*** 1,211***
0, —3 0,701" 0,841"*°
CVv 62,93 72,98
JB 14,237 12,920**
Ps 30,0 23,0
P2s 38,6 33,4
Pso 58,1 49,3
P7s 102,5 102,2
Poo 158,9 169,4
Pos 175,0 182,0
Pag 200,4 216,7

X: média, mg/L; s2 variancia, mg?/L?; a;: Coeficiente de assimetria; a, — 3: coeficiente de curtose; CV:
coeficiente de variagéo; JB: 2 para o teste de normalidade de Jarque-Bera; ™ p > 0,05; * p < 0,05; **
p < 0,01; *** p < 0,001; Ps: percentil 5; P,5: percentil 25; Ps: percentil 50 (mediana); Pzs: percentil 75;
Pgo: percentil 90; Pgs: percentil 95 e Pgg: percentil 99.
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6.3.3 Estabilidade do teor do acido latico em leite in natura em diferentes condicdes

de armazenamento

O armazenamento do leite in natura sob refrigeracédo (6 + 1 °C) por até 48
horas e o congelamento (-15 a -30 °C) por at¢é um més nao interferiram
significativamente nos teores de acido latico (p > 0,05). Quantidades de 12,4 + 0,5;
13,1+ 0,8 e 13,2 £ 0,3 mg/L de acido latico foram obtidos nos tempos de 0, 24 e 48
horas de refrigeracdo, respectivamente. Durante o0 congelamento, foram
quantificados teores de 9,5 + 0,5 mg/L (tempo 0), 9,5 + 0,2 mg/L (5 dias), 9,1 £ 0,8
mg/L (20 dias) e 9,9 + 0,8 mg/L (31 dias). Obteve-se acidez titulavel média de 0,15 *
0,002 g/100 mL durante a refrigeragdo e de 0,16 = 0,003 mg/L durante o
congelamento.

O estudo de estabilidade do leite armazenado em condi¢cdes de refrigeracao
por até 48 horas foi realizado no intuito de se avaliar duas situacées: a possibilidade
de ocorréncia de alteracdes no teor de acido latico até o beneficiamento do leite na
industria, e estabilidade da amostra durante o tempo decorrido entre a coleta e a
realizagao do ensaio laboratorial.

Regulamentos sobre obtengédo, armazenamento e transporte de leite in natura
especificam que o leite deve ser refrigerado logo apds a ordenha a temperaturas
entre 4 °C e 7 °C, que o tempo decorrido entre a ordenha inicial e seu
beneficiamento ndo deve ultrapassar 48 horas e que a acidez titulavel deve ser de
no maximo 0,19 g de acido latico/100 mL (BRASIL, 2011; CODEX ALIMENTARIUS,
2011; CU, 2013). Logo, para um leite in natura produzido em condi¢des higiénico-
sanitarias satisfatérias e mantido nas condicbes de temperatura e tempo de
armazenamento estabelecidos, nao é esperado que ocorra alteragdes significativas
nos teores de acido latico no intersticio entre a ordenha e o beneficiamento do leite,
e nem durante o transporte e armazenamento refrigerado de amostras.

A comprovagdo da estabilidade da amostra ao congelamento, também
permite inferir que as amostras podem ser congeladas logo apés coleta por até um

més para a realizagdo do ensaio.
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6.3.4 Acido latico em leite in natura e apds processamento UHT — estudo de caso

sobre a avaliagao do teor como ferramenta de controle de qualidade

Das 47 amostras de leite in natura coletadas nas propriedades rurais, 41
foram utilizadas para o estudo sobre a concentragao intrinseca do acido latico, de
acordo com atendimento aos requisitos fisico-quimicos avaliados (reprovagdo em
pelo menos dois requisitos). Além destas, 24 amostras de leite UHT provenientes de
quatro industrias que beneficiavam leite dessas propriedades foram analisadas
quanto aos teores de acido latico e acidez titulavel.

Juntas, essas propriedades rurais possuiam um rebanho de 1.972 vacas em
lactacédo, predominantemente da raga Girolando (95%), que produziam em média
19.610 litros de leite por dia (Tabela 6.5). A maior parte das propriedades utilizava
ordenha manual (59%), por duas vezes ao dia (95%). A alimentagédo do rebanho era
majoritariamente composta por palma, silo, farelos de soja, milho e mandioca, capim

e bagaco de cana.

Tabela 6.5. Informagbes sobre o rebanho e produtividade das 41 propriedades

selecionadas para estudo sobre a concentragao intrinseca de acido latico em leite in

natura.
Vacas em Producao
Numero de
Municipio lactacao (litros/dia)
produtores
Minimo Maximo Minimo Maximo
1 10 16 100 90 750
2 11 30 92 120 1500
3 4 16 45 320 400
4 1 - 45 - 450
5 7 21 60 120 800
6 3 12 25 140 280
7 3 24 42 380 480
8 2 80 100 1300 1800

As estimativas obtidas para a composicao fisico-quimica do leite in natura
foram: 0,16 £ 0,02 g/100 mL (acidez titulavel); -0,537 + 0,007 °H (indice crioscopico);
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1,030 = 0,001 g/mL (densidade); 3,0 + 0,80 g/100 mL (gorduras totais) e 8,3 + 0,34
g/100 mL (extrato seco desengordurado).

Os perfis de ocorréncia do acido latico e da acidez titulavel nas amostras de
leite in natura (n=41) e leite UHT (n=24) produzidas e processadas na mesorregiao
do agreste meridional de Pernambuco podem ser visualizados na Figura 6.2.

Na determinagcdo da acidez titulavel, resultados semelhantes foram
encontrados no leite in natura e UHT para os parametros descritivos de tendéncia
central, dispersao e distribuicdo dos percentis (Tabela 6.6). Quatro (10%) amostras
de leite in natura e duas (8%) de UHT apresentaram teores de acidez titulavel fora

dos limites previstos na legislacado nacional (BRASIL, 2011).
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Figura 6.2. Perfil de ocorréncia de acido latico e acidez titulavel no leite in natura (a) (n = 41) e UHT (b) (n = 24).
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Tabela 6.6. Comparacao das distribuicbes dos teores de acido latico e acidez

titulavel para o leite in natura (n = 41) e UHT (n = 24).

Acidez titulavel

Acido latico

Estatistica

In natura UHT In natura UHT
Minimo 0,13 0,13 3,0 22,0
Maximo 0,21 0,19 28,5 2454
X 0,16 0,16 8,1 103,3
S 0,02 0,01 6,1 63,2
CVv 9,4 8,9 74,8 61,2
Ps 0,14 0,13 3,0 22,3
P2s 0,15 0,15 4.1 42,5
Pso 0,16 0,16 55 97,6
P75 0,18 0,17 10,7 164,9
Pgo 0,18 0,18 14,6 182,4
Pgs 0,19 0,19 27,4 230,8
Pgg 0,20 0,19 28,4 2319

X: média, mg/L (4cido latico) ou g/100 mL (acidez titulavel); s: desvio padrdo, mg/L (acido latico) ou
g/100 mL L; CV: coeficiente de variagcéo; Ps: percentil 5; Pos: percentil 25; Psy: percentil 50 (mediana);
P+s: percentil 75; Pgo: percentil 90; Pgs: percentil 95 e Pgygy: percentil 99.

Os teores de acido latico no leite in natura variaram entre 3,0 e 28,0 mgl/L,

enquanto que para o leite UHT foram observados valores entre 22,0 e 245,4 mg/L.

Embora a variabilidade no teor de acido latico para de cada tipo de leite tenha sido

elevada (CV > 60%), o perfil de distribuicdo observado é muito distinto. Valores

médios para leite UHT foram cerca de 12 vezes o encontrado para o leite in natura

(Figura 6.3).
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Figura 6.3. Valores médios dos teores de acidez titulavel e acido latico para
amostras de leite in natura (n=41) e UHT (n = 24). Intervalo entre 0,14 a 0,18 g/100

mL: valores de referéncia para acidez titulavel em leite fluido no Brasil.

Valores semelhantes ao deste trabalho, entre 6,0 mg/L e 25,7 mg/L, foram
relatados em leite in natura (BORI et al., 2012; KUMAR et al., 2016; TORRIERO et
al., 2003; SHAPIRO; SILANIKOVE, 2010; ZAYDAN; DION; BOUJTITA, 2004). Para
leite processado, teores entre 8,6 mg/L e 68,0 mg/L (MARRAZZA; CAGNINI,
MASCINI, 1994; PALMISANO et al., 2001; TORRIERO et al., 2003) e 1.047,0 a
1.497,0 mg/L (PEREZ-RUIZ et al. 2004) foram encontrados. Entretanto, esses
estudos foram realizados utilizando um numero restrito de amostras (maximo de 8),
poucos sao os dados disponiveis para leite processado e quando existem, nao
relacionam os teores do acido latico entre matéria-prima e produto final, dificultando
a comparagao com os resultados obtidos no presente trabalho.

Considerando a concentracdo intrinseca do acido latico no leite in natura
utilizado no processamento do leite UHT, e a estabilidade de seus teores em
condi¢bes adequadas de armazenamento, valores tdo distintos entre os dois tipos
de leite ndo eram esperados. Assim, teores de acido latico muito superiores a 30
mg/L sé podem ser explicados pela ocorréncia de condi¢gdes inadequadas de
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armazenamento da matéria-prima na industria antes do processamento e
consequente desenvolvimento microbiano. Tal constatagdo enfatiza a importancia
nao s6 da determinacdo do lactato como ferramenta para o monitoramento da
qualidade do leite, como também da necessidade de se estabelecer valores de
referéncia que auxiliem na tomada de deciséo, tanto para controle de qualidade do
processo, como em atividades de fiscalizag&o.

Em investigacdo sobre a deterioragcdo do leite por bactérias comumente
encontradas e isoladas em leite UHT, ficou comprovado que os teores de lactato
aumentam significativamente ao longo do tempo, mesmo sem variagado perceptiva
do pH do leite (SKALADAL et al., 1993).

6.4 Conclusao

A adequacgao ao uso do método reflectométrico para a determinacao do teor
de acido latico em leite foi comprovada, tanto em relacdo ao atendimento aos
parametros de desempenho da validagdo, como em correlacdo com o método de
referéncia por CLAE-UV/DAD. Quando comparado ao método cromatografico, o
reflectométrico se mostrou mais simples, rapido, pratico, sensivel e preciso, além de
gerar menos residuos e sua utilizagdo nao se restringir ao ambiente laboratorial. A
veracidade do método foi comprovada, mas ressalva-se a necessidade de se avaliar
criticamente a realizagdo da corregao dos resultados para amostras diluidas a partir
de 5 vezes.

O armazenamento do leite em condi¢des de refrigeragdo e congelamento ndo
afetaram significativamente os teores de acido latico, nas condi¢des estudadas.

No estudo de caso sobre a concentragdo intrinseca do acido latico em leite in
natura foi possivel comprovar a ocorréncia de baixos teores de acido latico em leite
fresco e constatar elevada variabilidade entre estes e os encontrados para o leite
UHT. A determinagao de valores de referéncia para os teores de acido latico em leite
permitira monitorar mais efetivamente a qualidade do leite, facilitando a identificagcao
da ocorréncia de contaminagdes e de adulteragdes.
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7 CONCLUSOES INTEGRADAS

Os métodos oficiais para determinag¢ao da adulteracao do leite por adigao
de substancias alcalinas nédo apresentaram desempenho satisfatério para o leite
fluido, sobretudo em relagao aos parametros de sensibilidade e seletividade.

Os métodos cromatografico e reflectométrico se mostraram adequados na
determinacao do acido latico em leite, sendo possivel quantificar também os acidos
citrico e orotico pelo método cromatografico.

Na determinacdo do acido latico, os dois métodos estudados
apresentaram boa correlagdo. No entanto, o método reflectométrico se destacou em
relagao a sensibilidade, praticidade e rapidez.

A avaliacdo das alteragdes nos teores dos acidos latico, citrico e orético
no leite durante a acidificagao controlada permitiu entender o comportamento destes
acidos na ocorréncia do processo fermentativo e evidenciar a possibilidade de
utilizacdo dos mesmos como indicadores da qualidade do leite, visto a estabilidade
observada para os acidos citrico e orético e o aumento dos teores de acido latico em
funcao do desenvolvimento microbiano. Foi possivel também conhecer a ocorréncia
dos acidos latico, ordtico e citrico e da acidez titulavel em leite UHT brasileiro, sendo
verificada maior variabilidade para acido latico.

O armazenamento do leite em condi¢des de refrigeracdo e congelamento
nao afetou significativamente os teores de acido latico no leite, comprovando que
alteragdes significativas nos teores de acido latico durante o transporte adequado do
leite entre a propriedade rural até o processamento nao sao esperadas.

Foi comprovado que tanto no leite UHT como no leite in natura, a acidez
titulavel ndo € um parametro adequado para avaliar a qualidade do leite e que esta
nao apresenta relagao direta com os teores de acido latico, sobretudo na ocorréncia
de adulteracdes.

Foi evidenciado o potencial de aplicagao dos teores de acido latico para o
monitoramento da qualidade do leite e a necessidade de se estabelecer valores de

referéncia.
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8 CONSIDERAGOES FINAIS

Ao final deste trabalho, foram visualizadas as seguintes perspectivas para
estudos futuros, visando principalmente o aprofundamento sobre o uso dos teores

de acidos organicos como indicadores de qualidade do leite:

e Ampliar o estudo sobre a concentragao intrinseca de acido latico no leite para
outras regides do Brasil para estabelecer a faixa aceitavel. Correlacionar a
concentragédo do acido latico com outros parametros de qualidade vigentes, como

0s microbiolégicos.

e Estudar as alteracdes do teor de acido latico durante o processamento e vida de

prateleira de leite pasteurizado e UHT.

e Estudar o desenvolvimento de biossensores praticos e baratos para a

determinacao de lactato em leite para serem utilizados em campo;

e Aprofundar o estudo de aplicacdo do acido citrico e orético como indicadores de
qualidade do leite. O conteudo de acido citrico poderia ser monitorado para
avaliacao da adulteracéo do leite e de produtos lacteos por adigao de citratos em
produtos nao permitidos. Ja o acido ordtico pode ser auxiliar na deteccdo da

fraude por alteracao do teor de proteinas.

e Estudar a interferéncia da adicdo de conservantes amostras de leite na
quantificacdo do teor de acido latico e estabilidade, visando transporte de

amostras para analise.

e Aprofundar os estudos sobre metodologias para a comparacao de métodos
analiticos quantitativos e o uso dessas ferramentas para validagao simplificada.
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APENDICE

Tabela 1. Caracterizagao fisico-quimica de todas as bateladas de coleta de leite in natura, na Fazenda Experimental Professor

Hélio Babosa — escola de Veterinaria/UFMG em Igarapé - MG, utilizadas nos experimentos.

. Parametros Fisico-Quimicos
Leite in natura

07/2013 Liquido Branca Caracteristico 1,030 4.0 12,6 8,6 0,16 -0,552
07/2013 Liquido Branca Caracteristico 1,031 3,8 12,6 8,8 0,16 -0,546
08/2013 Liquido Branca Caracteristico 1,031 4.0 12,7 8,8 0,16 -0,544
09/2013 Liquido Branca Caracteristico 1,031 3,8 12,5 8,7 0,16 -0,547
09/2013 Liquido Branca Caracteristico 1,031 4,2 13,0 8,8 0,16 -0,541
10/2013 Liquido Branca Caracteristico 1,032 3,6 12,7 9,1 0,17 -0,548
01/2014 Liquido Branca Caracteristico 1,031 4,0 12,8 8,8 0,16 -0,542
12/2014 Liquido Branca Caracteristico 1,031 3,0 11,5 8,5 0,15 -0,535
05/2015 Liquido Branca Caracteristico 1,032 3,6 12,5 8,9 0,15 -0,541
06/2015 Liquido Branca Caracteristico 1,033 3,8 13,0 9,3 0,16 -0,550
08/2015 Liquido Branca Caracteristico 1,031 3,9 12,6 8,7 0,16 -0,547
09/2016 Liquido Branca Caracteristico 1,033 34 126 9,2 0,17 -0,547
Média - - - 1,031 3,8 12,6 8,8 0,16 -0,545
Desvio padrao - - - 0,001 0,315 0,419 0,219 0,005 0,005
CV (%) - - - 0,07 8,4 3,3 2,5 3,2 0,9
Referéncia  |Liquido Branca Caracteristico 1,028a1,034 23,0 ND 284 0,420,118 -0,530a-0,550

(BRASIL, 2011)

EST: extrato seco total; ESD: extrato seco desengordurado; CV: coeficiente de variagdo; ND: ndo determinado.
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Capitulo 1

Tabela 2. Resultados positivos obtidos na avaliagdo dos métodos qualitativos para
pesquisa de neutralizantes da acidez em leite, utilizados para a determinagdo das
taxas, do limite de detecgao, da regidao de perda de confiabilidade, da acordancia e

da concordancia (n = 30 para cada nivel de concentragao).

Método qualitativo

Analito Acido rosélico Fenolftaleina

(g/100 mL) % %
BA1 BA2 BA3 TP BA1 BA2 BA3 TP
Positivos Positivos

Hidroxido de sdédio

0,0 0 0 0 0 0,0 0 0 0 0 0,0
0,002 0 0 0 0 0,0 0 0 0 0 0,0
0,005 0 0 0 0 0,0 0 0 0 0 0,0
0,010 0 0 0 0 0,0 0 0 0 0 0,0
0,015 0 0 0 0 0,0 0 0 0 0 0,0
0,030 5 0 5 10 33,3 0 0 0 0 0,0
0,050 10 10 10 30 100,0 0 1 0 1 3,3

Bicarbonato de sodio

0,0 0 0 0 0 0,0 0 0 0 0 0,0
0,005 0 0 0 0 0,0 0 0 0 0 0,0
0,010 0 0 0 0 0,0 0 0 0 0 0,0
0,020 0 0 0 0 0,0 0 0 0 0 0,0
0,060 0 0 0 0 0,0 0 3 4 7 23,3
0,150 8 10 5 23 76,7 4 10 10 24 80,0
0,300 10 10 10 30 100,0 10 10 10 30 100,0

Carbonato de sédio

0,0 0 0 0 0 0,0 0 0 0 0 0,0
0,005 0 0 0 0 0,0 0 0 1 1 3,3
0,015 0 0 0 0 0,0 0 0 1 1 3,3
0,025 0 0 0 0 0,0 0 0 1 1 3,3
0,040 0 0 0 0 0,0 0 1 2 3 10,0
0,050 0 0 0 0 0,0 3 3 1 7 23,3
0,060 3 0 5 8 26,7 0 2 3 5 16,7
0,080 9 9 10 28 93,3 10 9 7 26 86,7

BA: bateria analitica (1, 2 ou 3); TP: total de resultados positivos.
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Tabela 3. Acordancia e concordancia estimadas na detec¢cdo de neutralizantes da

acidez, pelos métodos do acido rosolico e da fenolftaleina (n = 30 para cada nivel de

concentracao).
Analito T(I;(g) rosolico ;Znoolftaleina
(@M100mL) — Ba2 Bas C°N Ba1 Baz BA3 °ON
Hidréxido de sédio
0,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
0,002 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
0,005 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
0,010 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
0,015 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
0,030 0,4 1,0 0,4 0,5 1,0 1,0 1,0 1,0
0,050 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 0,8 1,0 0,9
Bicarbonato de sdédio
0,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
0,005 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
0,010 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
0,020 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
0,060 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 0,5 0,5 0,6
0,150 0,6 1,0 0,4 0,6 0,5 1,0 1,0 0,6
0,300 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Carbonato de soédio
0,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
0,005 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 0,8 0,9
0,015 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 0,8 0,9
0,025 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 0,8 0,9
0,040 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 0,8 0,6 0,8
0,050 1,0 1,0 1,0 1,0 0,5 0,5 0,8 0,6
0,060 0,5 1,0 04 0,6 1,0 0,6 0,5 0,7
0,080 0,8 0,8 1,0 0,9 1,0 0,8 0,5 0,8

BA: bateria analitica; ACO: acordancia; CON: concordancia.
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Capitulo 2
Tabela 4. Condi¢des analiticas estudadas na etapa de otimizagdo do método cromatografico para analise de acidos organicos em
leite fluido.

Condicoes avaliadas Variaveis estudadas Condicao analitica definida

100% tampéao fosfato
99,95% tampao fosfato 20 mmol/L + 0,05% metanol
99,9% tampao fosfato 20 mmol/L + 0,1% metanol
Composicao da fase movel 99,8% tampao fosfato + 0,2% metanol
99,8% tampao fosfato 20 mmol/L + 0,2% metanol
99,7% tampao fosfato 20 mmol/L + 0,3% metanol

99,5% tampao fosfato 20 mmol/L+ 0,5% metanol

Isocratica
Tipo de corrida Isocratica
Linear (0,05 a 0,5% de metanol)
Velocidade do fluxo da fase movel 0,5;0,7; 0,9 ¢ 1,0 mL/min 0,7 mL/min
Comprimento de onda para deteccdo Varredura entre 205 e 215 nm 210 nm

Clarificagdo com solugdes de Carrez

Métodos de extracdo da amostra Centrifugagao e diluicao Clarificacdo com solucdes de Carrez
Precipitagao com acido tricloroacético, centrifugagao,

neutralizagao e nova centrifugacao

Diluicdo da amostra de leite 10, 25, 50 e 100 vezes 25 vezes

Aliquotas de injegao 20 e 30 uL 30 uL
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Tabela 5. Valores médios para os acidos latico, ordtico e citrico em amostras

comerciais de leite UHT, pelo método CLAE.

Acidos organicos (mg/L)

Amostra Codigo Tipo de leite

da marca Latico Orético Citrico
1 1 Integral 40,8 80,4 2.715,8
2 1 Integral 83,0 78,8 2.910,3
3 2 Integral 119,7 76,6 2.790,2
4 2 Integral 50,6 84,8 2.637,0
5 3 Integral 164.,9 78,0 2.306,4
6 3 Integral 35,5 81,7 2.0954
7 4 Integral 37,9 80,4 24253
8 4 Integral 39,0 90,6 24214
9 4 Integral 27,4 78,0 2.331,6
10 1 Integral 148,6 78,0 2.514,0
11 3 Integral <25,0 81,3 2.598,6
12 2 Integral 159,5 74,0 2.328,4
13 1 Integral 82,1 77,8 2.287,7
14 2 Integral 153,3 78,0 2.723,1
15 4 Integral 87,5 78,5 2.349,1
16 5 Integral 100,5 69,8 1.857,2
17 2 Integral 165,9 80,4 2.904,5
18 2 Integral 110,7 80,1 2.881,0
19 1 Integral 126,7 80,6 2.644,2
20 1 Integral 214,0 78,1 2.909,2
21 3 Integral 68,8 77,4 2.434 4
22 4 Integral 48,0 74,0 2.156,9
23 3 Integral 80,3 79,9 2.458,4
24 3 Integral 57,6 81,6 2.642,2
25 6 Integral 38,9 89,3 2.596,2
26 7 Integral 39,8 87,4 2.641,9

Continua



27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54

8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23

24
25
26
27
28
29
18
30
31
32
33

Desnatado
Integral
Integral
Integral
Integral
Integral
Integral
Integral
Integral
Integral
Integral
Integral
Integral
Integral
Integral
Integral
Integral
Integral
Integral
Integral

Semidesnatado
Integral
Integral
Integral
Integral

Semidesnatado
Integral

Desnatado

51,3
37,8
38,2
32,1

38,4
32,3
54,4
122,1
38,7
68,7
36,3
34,9
94,4
75,3
61,1

56,5
61,8
35,6
58,6
108,2
42,3
458
64,6
51,5
45,0
63,0
61,4
61,0

76,6
92,2
85,6
87,1
89,2
86,2
79,3
81,5
66,4
76,8
82,2
87,2
78,6
86,3
98,2
76,9
102,8
98,4
93,9
92,5
96,9
87,6
88,7
90,7
89,9
102,7
94,2
86,4

Continuagao
2.794,9

2.580,0
2.443,1
2.420,6
2.481,3
2.664,7
2.308,7
2.1582,2
2.122,2
2.249,9
2.565,9
2.578,7
2.137,2
2.291,3
2.666,0
2.199,3
2.383,6
2.580,4
2.602,1
2.409,3
3.162,7
2.513,6
2.366,1
2.683,0
2.449,3
2.493,6
2.583,8
27714
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Tabela 6. Valores médios para os acidos latico, orético e citrico analisados por

CLAE, em leite in natura submetido a fermentagao controlada a 37 + 1 °C por até 9

horas.
Tempo Acidos organicos (mgl/L) Acidez titulavel
(horas) Latico Orético Citrico (/100 mL)
0 12,5* 82,9 2.157,6 0,15
2 27,2 83,1 2.197,5 0,15
4 28,7 83,1 2.162,1 0,15
6 36,2 81,3 2.103,5 0,16
8 186,2 76,9 2.055,7 0,19
9 574,0 76,5 2.042,7 0,24
Média 1441 80,6 2.119,8 0,20
Desvio padrao 220,3 3,1 62,6 0,036
CV (%) 152,8 3,9 3,0 20,9

*12,5 = Limite de quantificagao divido por 2; CV = coeficiente de variago.



