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RESUMO

O ponto de congelamento do leite esta correlacionado com 0s componentes sollveis e pode ser
um indicador de adigdo fraudulenta de &gua. O objetivo deste estudo foi investigar a
interferéncia do teor de gordura do leite no ponto de congelamento obtido pelo infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR), e avaliar a relacdo entre ponto de congelamento,
componentes do leite e contagem de células sométicas (CCS). Uma fracdo de leite cru foi
desnatada, obtendo creme e leite desnatado. Leite integral e desnatado foram adicionados com
agua (0, 2, 5, 10, 15 e 20%; experimento 1). O leite desnatado remanescente foi adicionado com
creme (5, 10, 15, 20%) e agua (0, 2, 5, 10, 15 e 20%; experimento 2). As amostras foram
analisadas quanto ao ponto de congelamento (crioscopio eletrénico) e ponto de congelamento e
composicdo (CombiScope FTIR, Delta Instruments). Além disso, 4.000 amostras de leite cru de
tanque a granel com caracteristicas anormais (ponto de congelamento, composi¢édo e SCC)
foram selecionadas e analisadas quanto & adulteracdo (aglcar, amido, sal, formaldeido,
neutralizantes e peréxido de hidrogénio). O ponto de congelacdo analisado pelo FTIR foi
altamente correlacionado com o método do crioscépio eletrénico (acima de 98,5%) e, como
esperado, a adicdo de agua foi significativa (P < 0,001) ao aumentar o ponto de congelamento
do leite em ambos os métodos. No entanto, o alto teor de gordura no leite cru resultou em um
ponto de congelamento decrescente ao usar o FTIR (P < 0,001). Cento e noventa e seis amostras
(4,9%) foram rastreadas como suspeitas de um total de 4.000 amostras de leite cru de tanque
rotineiramente analisadas no laboratério. Destes, 74,5% apresentaram ponto de congelamento
acima de -0,512 ° C, indicando potencial adicao fraudulenta de dgua. Apesar de agucar, amido,
neutralizadores ou inibidores néo terem sido encontrados, altas concentragdes de cloreto foram
encontradas em 12,2% das amostras. No entanto, altos valores de CCS e ponto de congelamento
foram encontrados em 7% das amostras. A CCS esta correlacionada com alta concentracéo de
cloreto. A maioria das amostras suspeitas apresentou adi¢do fraudulenta de &gua, o que reforca a
importancia do monitoramento constante do ponto de congelamento do leite. Como a adicdo de
agua causou o efeito inverso do alto teor de gordura no ponto de congelamento medido pelo
FTIR, é importante considerar o teor de gordura do leite para evitar interpretacdes errdneas do
ponto de congelamento ao usar o método FTIR.



ABSTRACT

The milk freezing point is correlated with the soluble components and can be an indicator of
fraudulent addition of water. The objective of this study was to investigate the interference of
milk fat content upon the freezing point obtained by Fourier-transform infrared (FTIR), and to
evaluate the relationship among freezing point, milk components, and somatic cell count (SCC).
A fraction of raw milk was skimmed, obtaining cream and skim milk. Whole and skim milk
were added with water (0, 2, 5, 10, 15, and 20%; experiment 1). The remaining skim milk was
added with cream (5, 10, 15, 20%) and water (0, 2, 5, 10, 15, and 20%; experiment 2). Samples
were analyzed for freezing point (thermistor cryoscope) and freezing point and composition
(CombiScope FTIR, Delta Instruments). Additionally, 4,000 bulk tank raw milk samples with
abnormal characteristics (freezing point, composition, and SCC) were screened and analyzed for
adulteration (sugar, starch, salt, formaldehyde, neutralizers and hydrogen peroxide). Freezing
point measured by FTIR was highly correlated with thermistor cryoscope method (above
98.5%) and, as expected, water addition was significant (P < 0.001) upon increasing milk
freezing point in both methods. However, high fat content in raw milk resulted in decreasing
freezing point when using FTIR (P < 0.001). One hundred and ninety-six samples (4.9%) were
screened as suspect from a total of 4,000 bulk tank raw milk samples routinely analyzed in the
laboratory. From these, 74.5% presented freezing point above —0.512°C, indicating potential
fraudulent addition of water. Although sugar, starch, neutralizers or inhibitors were not found,
high chloride concentrations were found in 12.2% of the samples. However, high values of SCC
and freezing point were found in 7% of the samples. SCC is correlated with high chloride
concentration. Most of the suspected samples presented fraudulent addition of water, which
reinforces the importance of constant monitoring of the milk freezing point. Because water
addition caused the inverse effect of high fat on freezing point measured by FTIR, it is
important to consider the fat content of milk to avoid misinterpretation of freezing point when
using FTIR method.



1. INTRODUCAO

O Brasil é o quinto maior produtor de leite no cenario mundial, atras da Unido Europeia,
Estados Unidos, india e China. O leite contribuiu com mais de 39 bilhdes ao valor da producéo
agropecudria nacional em 2016, o que demonstra que a atividade desempenha um papel
importantissimo no sistema agroindustrial, gerando milhdes de empregos e renda para a
populacgdo (IBGE, 2016).

Com a crescente demanda por produtos lacteos de qualidade, que ndo oferecam riscos para o
consumidor, a cadeia produtiva de leite no Brasil tem passado por progressivas adaptacfes para
se ajustar as exigéncias do mercado consumidor.

A implementacdo da Instrucdo Normativa 51 (IN 51) em 2002 foi um marco para a
concretizacdo de novas diretrizes no setor leiteiro (BRASIL, 2002). Para atender a demanda
nacional, foi criada nesse mesmo ano, a Rede Brasileira de Laboratorios para o Controle da
Qualidade do Leite (RBQL). Esses laboratérios contam com equipamentos eletrénicos
modernos rapidos e precisos, com alta capacidade analitica.

Contudo, em dezembro de 2011, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) publicou a Instru¢cdo Normativa n® 62 (IN 62) (BRASIL, 2011) que alterou a IN 51. A
IN 62 prorrogou os prazos para atender os limites de Contagem de Células Somaéticas (CCS) e
Contagem Bacteriana Total (CBT) no leite cru refrigerado. Em 2016, o MAPA estendeu 0s
prazos por mais dois anos para CCS e CBT, por meio da Instru¢cdo Normativa 07 (IN 07)
(BRASIL, 2016).

Devido a importancia socioecondémica e nutricional do leite, suas caracteristicas de integridade
devem ser preservadas, 0 que motiva a investigacao de desvios da sua composic¢ao natural. De
acordo com a legislacdo vigente, a industria laticinista deve realizar uma série de analises no
leite entregue nos caminhdes diariamente (BRASIL, 2011). Essas analises sdo muito
importantes, pois, dependendo da alteragdo na matéria-prima, pode afetar a qualidade do
produto final causando prejuizos para a industria, colocar em risco a salde do consumidor, bem
como afetar a credibilidade da empresa no mercado.

Um dos parametros analiticos exigidos é o indice Crioscopico (IC), também conhecido como
Ponto de Congelamento (PC) ou Depressdo do Ponto de Congelamento, que indica o ponto de
congelamento do leite em relacdo ao da agua. O PC é considerado um importante indicador da
qualidade do leite, utilizado principalmente para verificar adulteracdo pela adigdo de agua. Essa
analise € utilizada praticamente em todo mundo por ser considerada uma técnica oficial precisa
e os resultados apresentarem pouca variabilidade (SHIPE, 1959; MATYSEK et al., 2011;
ZAGORSKA E CIPROVICA, 2013).

A IN 62 estabelece um valor maximo de PC de -0,530°H (equivalente a -0,512°C) e valor
minimo de -0,550°H (equivalente a -0,531°C) (BRASIL, 2011). Porém, o novo Regulamento de
Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal (RIISPOA) alterou o limite
minimo para -0,555°H, que equivale a -0,536°C (BRASIL, 2017).

O PC é uma medida diretamente ligada aos componentes solGveis do leite, em especial a lactose
e cloretos. Considera-se que as proteinas e gordura ndo interferem no PC do leite, pois estdo em
solucdo coloidal e na forma de emulsdo, respectivamente. Porém, alguns estudos verificaram
que as proteinas podem promover variacdo no PC de forma indireta (HENNO et al. 2008;
SALA et al., 2010). Ja em relacdo a gordura, existem poucos estudos com o objetivo de
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verificar sua influéncia sobre o PC determinado por metodologia de referéncia ou alternativa,
possivelmente por que 0s estudos até entdo ndo encontram correlagdo significativa
(GENCUROVA et al., 2008; SENEVIRATHNE et al., 2016).

Os Crioscdpios Eletronicos sdo utilizados como metodologia de referéncia para determinar o IC.
No entanto, esse método apresenta algumas desvantagens por ser laborioso, gerando grande
demanda de tempo para realizar analise de um Unico pardmetro. Por isso, muitos laboratérios de
analise da qualidade do leite utilizam equipamentos eletrbnicos, como o0s baseados ha
Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR — Fourier Transform
Infrared), que possibilitam anélise de multipardmetros e de um grande ndmero de amostras.
Além disso, essa metodologia ¢ eficiente, versatil e necessita de pouca mado de obra, além de
pouca ou nenhuma preparacdo de amostra para analise, etc (OLIVEIRA, 2011).

2. OBJETIVOS

Os objetivos desse trabalho foram:

e Verificar a interferéncia de diferentes teores de gordura e de adi¢do de agua ao leite na
crioscopia avaliada por Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier
e comparar o0s resultados com o método de referéncia utilizando-se Crioscopio
Eletronico,

e avaliar a crioscopia do leite em relagdo ao teor de componentes (lactose, proteina,
gordura e s6lidos totais) e a Contagem de Células Somaticas do leite cru.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Relagéo entre Ponto de Congelamento (PC) e composi¢do quimica do leite

Julius Hortvet foi o pioneiro na utilizacdo do PC como anélise qualitativa em leite quando, em
1921, em seu trabalho original, utilizou um term6metro calibrado pelo United States Bureau of
Standards para determinar o PC de solugéo de sacarose de 7% e de 10%. O autor concluiu que
estes eram -0,422°C e -0,621°C, respectivamente, e as solucfes passaram a ser utilizadas na
calibracdo de outros termOmetros crioscopicos. Estudos posteriores observaram que o
verdadeiro PC séo -0,408°C e -0,600°C, mas os valores de Hortvet ja tinham sido consagrados
internacionalmente, e entdo passou-se a utilizar as duas escalas, Hortvet (°H) e Celsius (°C)
(HARDING, 1983).

A Federacdo Internacional de Laticinios utiliza a seguinte formula para conversdo entre as
escalas °C e °H (HARDING, 1983):

°C=0,96418°H+ 0,00085
°H=1,03711°C—0,00085

A composicdo quimica média do leite de vaca é: 87,4% de &gua, 3,9% de gordura, 3,2% de
proteinas, 4,6% de lactose e 0,9% de sais minerais e esta pode variar conforme a raca, espécie,
alimentacgdo, estresse, tempo de gestacdo, mastite, dentre outros fatores (HARDING, 1995;
HENNO et al., 2008; TAFFAREL et al., 2015). Acredita-se que o PC do leite é relativamente
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constante porque é uma propriedade coligativa, e por isso depende diretamente do nimero de
particulas dissolvidas. Quando ocorre 0 aumento das substancias dissolvidas no leite, o0 PC pode
diminuir, ou seja, se afastar de 0°C. Por outro lado, se houver adi¢do de agua, havera a diluicdo
dos componentes sollveis do leite e o PC tendera a se aproximar do PC da agua pura, que é
0°C.

Portanto, a crioscopia esta intimamente relacionada com os componentes do leite que estdo em
solucdo verdadeira, principalmente a lactose e os cloretos, sendo responsaveis por 80% do total
do PC. A lactose contribui com 55% do PC e os cloretos com 25%. O restante (20%) sdo outros
constituintes dissolvidos na &gua do leite tais como &cido latico, fosfatos, citratos, potassio,
célcio, magnésio, etc (BRATHEN, 1983; ZAGORSKA E CIPROVICA, 2013; FAGNANI et
al., 2014). Muitos estudos confirmam a contribuicdo do teor lactose sobre IC, como o realizado
por Hanus et al. (2015) que encontraram correlagéo altamente significativa, -0,764 (p < 0,001),
entre 0 PC e conteldo de lactose. Santana et al. (2015) também verificaram que a crioscopia
diferiu significativamente com o teor de lactose no leite (p<0,05). Os autores observaram gue,
com o aumento da porcentagem de lactose, o PC diminuia.

Acredita-se que as proteinas e gordura ndo interfiram no PC do leite por estarem em solugédo
coloidal e em forma de emulsdo, respectivamente. Algumas pesquisas confirmam que ndo ha
qualquer interferéncia provocada pelo teor de gordura sobre o PC, como a realizada por
Senevirathne et al. (2016) que ndo encontraram diferencas significativas entre PC do leite
contendo diferentes teores de gordura avaliado por meio de Crioscépio Eletrénico.

Em contrapartida, o teor de proteinas parece promover variagdo no PC do leite de forma
indireta. Henno et al. (2008) e Sala et al. (2010) observaram que houve aumento no PC do leite
com baixo teor de proteina. Segundo Gaucheron (2005), isso acontece por que a Composi¢ao
mineral pode ser influenciada pela concentracéo de proteinas. Ule et al. (2016) mostraram que o
aumento de 0,1% do teor de proteinas lacteas pode resultar na diminuigédo de 0,00069 °C no PC.

3.2 Relacgdo entre Ponto de Congelamento (PC) e Contagem de Células Somaticas (CCS)

As células somaticas sdo compostas principalmente por células brancas ou leucdcitos (75% a
98% do total de células) e células epiteliais (2% a 25% do total de células). As células brancas
migram do sangue para o Ubere em resposta a danos no tecido, como infecgdes e lesdes, e as
células epiteliais sdo oriundas do desprendimento do tecido de revestimento e secretor da
glandula mamaéria (RIBAS, 2001; PHILPOT E NICKERSON, 2002).

A mastite € um processo inflamatdrio da glandula mamaria provocada principalmente por
microrganismos. Essa doenca pode se manifestar de duas formas: mastite clinica, em que é
possivel verificar sinais evidentes da inflamacédo, e subclinica, que é a mais importante, por
auséncia de sinais clinicos. Quando algum agente patogénico invade a glandula mamaria, o
organismo do animal envia células de defesa (leucécitos) para tentar reverter o processo
infeccioso. As células de defesa, somadas as células epiteliais, sdo chamadas de células
somaticas, como ja definido. Por isso, a CCS é de fundamental importancia para a avaliacdo da
qualidade do leite, utilizada como indicador de mastite subclinica. Dessa forma, quando ha
inflamagdo da glandula maméria, a CCS aumenta. A CCS pode ser mensurada no leite
proveniente de quartos individuais, vacas individuais, todo o rebanho ou um grupo de rebanhos
(PHILPOT E NICKERSON, 2002).

Como consequéncia do aumento da CCS, h& alteragbes nos componentes do leite, como a
diminuicdo da concentracdo de caseina, lactose e potassio e 0o aumento da concentracdo de
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sodio, cloro e proteinas do soro (RIBAS, 2001). Além disso, hd aumento da atividade
proteolitica e lipolitica do leite. Essas alteracGes resultam em impactos importantes para o
produtor e para as industrias de laticinios, interferindo de forma negativa na qualidade,
rendimento e vida de prateleira dos produtos lacteos (GARGOURI et al., 2013).

Sendo assim, como PC e CCS estéo relacionados com a composicao do leite, a relacdo entre os
dois parametros € objeto de varios estudos. No trabalho de Matysek et al. (2011), os autores
observaram que o leite com CCS maior do que 400.000 CS/mL apresentou PC um pouco mais
baixo do que o leite com CCS menor do que 400.000 CS/mL. Silva et al. (2012) encontraram
valores mais baixos de PC em amostras com CCS elevada (>750.000 CS/mL), indicando
alteracdo na composicdo do leite.

3.3 Fraudes em leite

De acordo com o RIISPOA, sdo consideradas fraudadas, as matérias-primas ou produtos que
tenham sido privados parcial ou totalmente de seus componentes, adicionados de ingredientes,
aditivos, coadjuvantes de tecnologia ou substancias de qualquer natureza (BRASIL, 2017).

3.3.1 Fraude por adicéo de 4gua e reconstituintes de densidade

Um dos fatores que mais interferem no PC do leite é a adicdo fraudulenta de 4gua com o
objetivo de aumentar seu volume. Infelizmente esta pratica é ainda muito utilizada e é realizada
de forma isolada ou associada a outras substancias que compensam a alteracdo do PC. Essas
substancias sdo denominadas reconstituintes da densidade, a exemplo do sal, acgUcar, farinha,
amido, entre outros. A adi¢do de agua reduz a densidade do leite e aumenta seu PC porque dilui
as concentraces dos componentes que estdo em solucdo na &gua do leite, enquanto a adigdo de
reconstituintes produz o efeito inverso (TRONCO, 1997).

Fraudes por adicdo de agua e reconstituintes de densidade podem ser detectadas por analises
rotineiras de crioscopia e densidade, realizadas durante a recepgédo do leite cru. Porém, se o leite
for fraudado com propor¢édo de agua e sélidos reconstituintes de forma que esteja dentro dos
limites estabelecidos pela legislacdo, nem sempre € possivel detectar a fraude utilizando
métodos de rotina simples. Por isso, a legislacéo orienta que seja feita diariamente a pesquisa de
reconstituintes da densidade no leite cru refrigerado (BRASIL, 2011).

Silva et al. (2008) coletaram 348 amostras de leite pasteurizado tipo C em 17 miniusinas
durante o periodo de 12 meses no estado de Alagoas. Estes autores verificaram que o PC de 89
(25,6%) amostras ndo atendeu aos padrdes exigidos pela legislacdo, podendo ser indicio de
fraude por adi¢do de dgua. Mendes et al. (2010) observaram que 50% das amostras de leite
informal comercializadas na cidade de Mossor6/RN apresentaram valores de crioscopia em
desacordo com a legislacdo vigente, seguida do Extrato Seco Desengordurado (ESD) (40,6%),
Extrato Seco Total (EST) (21,9%), densidade (18,8%) e acidez (6,2%). Junior et al. (2013)
avaliaram a qualidade do leite cru refrigerado produzido na regido de Ivaipord, Parana. Na
avaliagdo do PC, foram encontrados 8,10% do total de 74 amostras com valores mais proéximos
de zero em relagdo ao padrdo de -0,530°H, indicando a adi¢do de &gua. Estes mesmos autores
observaram que 13 (17,56%) do total de amostras apresentaram PC mais baixo que -0,550°H.
Dessas, 11 (84,61%) estavam acidas. As outras duas (15,39%) amostras provavelmente estavam
fraudadas com &gua e reconstituintes. Silva J. et al. (2015) coletaram amostras de leite de trés
usinas de beneficiamento do Rio Grande do Norte que fazem parte do Programa do Leite e
verificaram que 100% dos resultados de PC encontrados apresentaram valores superiores ao
permitido, indicando fraude no leite por adicéo de agua.

13



A 4agua, além de reduzir de forma significativa o valor nutritivo do leite, por diluir seus
componentes naturais, prejudica a qualidade microbiolégica do mesmo dependendo das
condicBes em que a agua foi obtida. Quando o leite € contaminado por microrganismos e
manipulado de maneira inadequada, uma das principais alteracdes que ocorre € 0 aumento da
acidez. O desenvolvimento da acidez ocorre devido a fermentacdo da lactose em acido latico, e
consequentemente pode precipitar as proteinas do leite (JAY, 1996; BECHI, 2003). A adigdo
fraudulenta de 4gua ndo s6 prejudica economicamente a industria de leite e derivados, como
também reflete a falta de comprometimento com a producgdo de leite com qualidade para o
consumidor (BECHI, 2003).

3.3.2 Fraude por adicéo de conservantes

Quando os procedimentos higiénico-sanitarios ndo sdo realizados de maneira adequada durante
a ordenha, o leite pode apresentar alta carga microbioldgica que, por sua vez, pode alterar o pH
e a acidez titulavel. Durante a recepcao do leite nos laticinios, os testes realizados sdo capazes
de detectar facilmente essas alteragcGes provocadas pela elevada carga microbioldgica, e o leite
pode ser recusado devido a perda de qualidade. Por isso, a fim de possibilitar a aceitagdo do
leite pela indUstria, sdo praticadas acOes ilegais que envolvem as fraudes por adicdo de
conservantes como formol, perdxido de hidrogénio, cloro e hipocloritos, que tém por objetivo
reduzir ou eliminar microrganismos presentes no leite (TRONCO, 2008).

Firmino et al. (2010) verificaram presenca de formol em 13% das amostras analisadas em leite
cru dos tanques de expanséo na regido de Rio Pomba, Minas Gerais. Rosa-Campos et al. (2011)
analisaram 72 amostras de leite pasteurizado tipo C de oito marcas produzidas no Distrito
Federal entre janeiro e dezembro de 2010 e verificaram que nenhuma marca apresentou fraude
por adi¢do de formol, porém, aproximadamente 10% apresentaram adi¢do de peroxido de
hidrogénio. Souza et al. (2011) coletaram 100 amostras de leite UAT processado em plantas
industriais localizadas em diferentes estados do Brasil e detectaram 44% das amostras positivas
para presenca de formaldeido, 30% positivas para peroxido de hidrogénio e 12% para cloro. O
cloro e o hipoclorito séo os sanitizantes mais comumente utilizados em propriedades leiteiras e
laticinios, devido a sua alta eficiéncia e baixo custo e por isso, esses autores afirmaram que o
cloro pode ter sido encontrado, provavelmente, por falhas durante a higienizagdo dos
equipamentos utilizados tanto na ordenha como na industria.

O leite adulterado com conservantes ndo s indica um produto de baixa qualidade,
comercializado sem o conhecimento do consumidor, mas também pode oferecer riscos a saude
publica. O formol é considerado cancerigeno pela Agéncia Internacional de Pesquisa do Cancer
(IARC) desde junho de 2004. Segundo a agéncia reguladora, mesmo em baixas concentracées, 0
formol apresenta riscos & saude, pois a substancia ndo possui uma dose segura de exposi¢do
(ANVISA, 2013).

3.3.4 Fraude por adicéo de neutralizantes de acidez

A qualidade microbioldgica do leite esta intimamente relacionada com o grau de contaminagao
inicial e com a relagdo entre o bindbmio tempo/temperatura em que o leite é armazenado. Por sua
vez, a producdo de acido latico no leite ocorre principalmente pela multiplicacdo de
microrganismos que fermentam a lactose. Consequentemente, o leite contaminado apresenta alta
acidez titulavel quando analisado, o que causa recusa do leite nas industrias (JAY, 1996).
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A neutralizacdo ilegal da acidez do leite pode ser realizada utilizando hidréxido de sédio,
bicarbonato de sodio, citrato de sdédio, entre outros produtos alcalinos que ocultam a acidez
titulavel do leite (MILAGRES, 2008).

O uso de neutralizantes de acidez no leite foi reportado por Rosa-Campos et al. (2011) que
encontraram bicarbonato de sédio em cinco marcas de leite pasteurizado, de um total de oito
marcas produzidas no Distrito Federal entre janeiro e dezembro de 2010. Barham et al. (2014),
encontram em um total de 100 amostras de leite cru, 20% fraudadas com hidréxido de sédio.

3.4 Crioscopio Eletrénico

A metodologia de referéncia utilizada para determinar o ponto de congelamento do leite € por
meio de Crioscépios Eletronicos (IDF, 2009). Nesse método, 2,5 ml de leite sdo pipetados e
transferidos para um tubo de ensaio limpo e seco, que posteriormente é colocado no crioscopio
previamente calibrado. Ao iniciar a analise, a sonda e 0 homogeneizador sdo introduzidos na
amostra e o tubo de ensaio abaixa para dentro do banho refrigerante. A amostra é agitada para
que essa ndo congele antes de atingir -3°C. A partir do momento em que essa temperatura for
alcangada, uma forte agitagdo é aplicada fazendo com que a amostra libere calor de fusdo. Esse
processo fara com que a temperatura aumente até atingir seu ponto de congelamento,
permanecendo assim durante um determinado tempo, denominado plateau (Figura 1) (IAL,
2008; IDF, 2009).

) “plateau”
Indice Crioscopico

v

Temperatura |--\--------
(°C)

w Liberacao de calor
-3°C [prommmomes latente de fusdo

Super-
resfriamento

Tempo

Figura 1. Curva caracteristica do Ponto de Congelamento do leite.
Fonte: SILVA, (2002)

3.5 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier

As metodologias de referéncia para determinagdo da crioscopia e composicdo do leite sdo
limitadas, pois os aparelhos possuem reduzida capacidade analitica. A espectroscopia no
infravermelho se tornou uma alternativa interessante por ser um método rapido e preciso.

Esse método fundamenta-se nas mudancas de estados energéticos vibracionais causados pela
interacdo da radiacdo eletromagnética com a matéria na regido do infravermelho, que apresenta
comprimentos de onda que vao de aproximadamente de 0,78 a 1000 um. Essa faixa é dividida
em trés areas: a radiacdo no infravermelho proximo (NIR — Near Infrared), que compreende o
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intervalo entre 0,78 a 2,5 um; a radiacdo no infravermelho médio (Middle Infrared), que vai de
2,5 a 50 um; e a radiacéo no infravermelho distante (FIR — Far Infrared), que abrange a faixa de
50 a 1000 um (HSU, 1997). A absorcdo de radiacdo infravermelha, em diferentes comprimentos
de ondas, permite obter informag6es quimicas qualitativas, quantitativas e fisicas, as quais sao
intrinsecas de cada 4&tomo e molécula (STUART, 2004).

A espectroscopia de infravermelho proximo e médio é muito utilizada para determinar
constituintes do leite (RODRIGUEZ-OTERO et al., 1997; STUART, 2004; RODRIGUEZ-
SAONA et al., 2006). Os grupos quimicos especificos dos diferentes componentes do leite,
como gordura, proteina e lactose, absorvem diferentes comprimentos de onda. A gordura
absorve radiacdo no comprimento de onda de 5,73 um através dos grupos carbonila (C=0) das
ligacGes éster dos triglicerideos, as proteinas 6,46 um através dos grupos amida (CONH) das
ligaches peptidicas e a lactose 9,53 um através dos grupos hidroxila (OH) (IDF, 1991 apud
OLIVEIRA, 2011). Os sélidos totais podem ser obtidos pelo somatério do contetdo de proteina,
gordura e lactose, acrescidos de uma constante de minerais, ou por meio da absorcdo da
radiacdo no comprimento de onda 4,3 um dos grupos hidroxilas da dgua (BIGGS et al., 1987).

Os equipamentos de infravermelho ndo fazem leitura direta do PC do leite, mas calculam os
componentes que contribuem para esse pardmetro. A concentracdo de gordura, proteina e
lactose podem ser medidas por meio de infravermelho, mas os sais e &cidos dissolvidos nédo
podem ser determinados dessa forma. Entéo é utilizada a condutividade elétrica para determinar
principalmente os sais, levando em consideragdo que 0s outros componentes e a agua também
influenciam nessa medida. Combinando-se a condutividade com os teores de gordura, proteina e
lactose, é possivel calcular a contribuicdo de cada componente no PC do leite. Utilizando-se a
Regressdo Linear Multipla entre o PC, que ¢ a variavel dependente, e os conteldos de gordura,
proteina e lactose em conjunto com a condutividade, que sdo as variaveis independentes, é
possivel calcular coeficientes que atuam no PC (ARNVIDARSON et al., 1998; DELTA
INSTRUMENTS, 2005, 2008) .

A espectroscopia por infravermelho ganhou impulso com o surgimento da espectroscopia com
transformada de Fourier e a utilizacdo do interferdmetro de Michelson, que tornou a técnica
ainda mais rapida (SALIBA et al., 2003). Hoje essa metodologia faz parte da rotina dos
laboratérios de analise da qualidade do leite. O interferbmetro de Michelson consiste
basicamente em dois espelhos (um fixo e um mdvel) e um divisor de feixes (espelho
semitransparente). A radiacdo proveniente da fonte incide sobre o divisor de feixes que
transmite metade da radiacdo para o espelho movel e reflete a outra metade para o espelho fixo.
Os espelhos refletem os dois feixes para o divisor e recombinam-se. Mas as diferencas de
caminhos dos dois feixes causam interferéncias que podem ser tanto construtivas como
destrutivas. Se o0s dois espelhos se encontram equidistantes do divisor, combinam-se
construtivamente, porém se o espelho mével se mover a determinadas distancias do divisor, as
amplitudes combinam-se destrutivamente. O feixe resultante passa pela amostra e em seguida, é
redirecionado para o detector. Para a radiagdo no infravermelho (policromatica), a soma de
todas as interagdes construtivas e destrutivas para cada componente resulta num sinal complexo
chamado de interferograma. Como o interferograma ndo pode ser interpretado, é empregada a
técnica matematica chamada de Transformada de Fourier que converte os dados obtidos no
interferdbmetro em um espectro que relaciona a intensidade versus frequéncia (nimero de onda)
(Figura 2) (BOUIS, 1997; STUART, 2004; HELFER et al., 2006).
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Figura 2. Esquema ilustrativo para o interferometro de Michelson e do espectro resultante da
aplicacdo da transformada de Fourier.
Fonte: HELFER et al. (2006)

Silveira et al. (2004) compararam os métodos de referéncia com analisador de infravermelho
para determinacdo de componentes do leite (gordura, proteina, lactose e solidos totais). Os
autores verificaram que ndo houve diferenga (p>0,05) entre os valores das duas andlises e que a
analise por infravermelho pode ser utilizada com seguranca na avaliagcdo da composicao do leite
bovino.

Quanto a andlise do ponto de congelamento do leite, Aradjo et al. (2011) compararam
metodologias de referéncia (CrioscOpio Eletrbnico) com a alternativa (Espectroscopia de
Infravermelho com Transformada de Fourier) sob diferentes condi¢Ges de conservacdo do leite
bovino cru. Os autores utilizaram andlise de regressdo linear para avaliarem as metodologias
quanto aos resultados do ponto de congelamento em fung&o das idades das amostras (0, 3, 6 e 9
dias). Essa pesquisa constatou forte correlacdo entre os resultados do ponto de congelamento
para as duas metodologias e coeficientes de regressdo significativos (p<0,001).

Sanchez et al. (2007) compararam a metodologia por Espectroscopia de Infravermelho com
Transformada de Fourier com a metodologia de referéncia para analise do PC em leite de cabras
sob diferentes condigdes de conservantes quimicos e adi¢do de agua nas amostras. Os autores
concluiram que a nova metodologia é interessante devido a alta repetibilidade e precisdo do
equipamento.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Local de realizacio do experimento

O experimento foi realizado no Laboratoério Piloto de Laticinios, no Laboratorio de Analises
Fisico-Quimicas do Leite e no Laboratério de Andlise da Qualidade do Leite da Escola de
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Veterinaria da UFMG (LabUFMG). O LabUFMG faz parte da Rede Brasileira de Laborat6rios
de Controle da Qualidade do Leite (RBQL), credenciado junto ao MAPA e acreditado de acordo
coma norma ABNT NBR ISO/IEC 17025.

4.2 Primeira fase

4.2.1 Coleta das amostras

As amostras de leite utilizadas para o experimento consistiram de leite cru de conjunto,
coletadas em tanque refrigerador, proveniente das vacas da Fazenda Experimental da EV-
UFMG, localizada no municipio de Igarapé, Minas Gerais.

O experimento foi realizado em cinco repeticbes, em que em cada uma foram utilizados 15
litros de leite cru integral. O leite foi homogeneizado, transferido para recipientes previamente
sanitizados com cloro a 200 ppm, transportado e armazenado em cadmara fria sob refrigeracéo
(4°C) no LabUFMG.

4.2.2 Preparo e analise das amostras

Antes de iniciar, foi realizada a analise da acidez titulavel em cada repeti¢do, de acordo com a
Instrucdo Normativa 68 (IN 68) (BRASIL, 2006). Em seguida, foi realizado o preparo das
amostras do experimento 1, conforme descrito na Figura 3.

Leite Cru Integral

Adigdo de agua Desnate

(OO, O .
0% 3% 5% | 110%| 155l 150% Leite Desnatado Creme
L] [ ] [ ] L] * ® |

Adigdo de agua

(OO, X3
2% 10%| |15%| |20%
[ ] [ ] [ ] [ e

Figura 3. Esquema de preparo das amostras do experimento 1: adigdo de diferentes
porcentagens de agua no leite cru integral e leite desnatado, em frascos de 40 ml com
conservante Bronolat.

Aproximadamente 95% do volume total do leite cru integral foram aquecidos até 40°C e
submetidos por centrifugacdo mecénica (desnatadeira) para separacdo da fase gordurosa,
obtendo-se leite desnatado e creme. Uma porcdo do leite desnatado e uma parcela dos 5%
restantes do leite cru integral foram adicionadas de diferentes porcentagens de agua (0, 2, 5, 10,
15 e 20%) em 12 frascos no total, com capacidade de 40 ml e com conservante Bronolat
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(comprimidos contendo 8 mg de bronopol (2-bromo-2-nitro-1,3-propanediol), 0,4 mg de
natamicina, 0,5 mg de corante amarelo crepusculo e excipiente) (experimento 1).

O experimento 2 foi realizado com a outra parte do leite desnatado, que foi subdivido e
transferido para 24 frascos de 40 ml com conservante Bronolat, adicionados de diferentes
porcentagens de creme (5, 10, 15 e 20% de creme que continha em média 2,5, 5, 7,4 e 9,9% de
gordura respectivamente) e de agua (0, 2, 5, 10, 15 e 20%) (Figura 4).

Leite Cru Integral

I ]

| Leite Desnatado | | Creme

Adicdo de Creme

Gordura | | Gordura | | Gordura | | Gordura
2,5% 7.4% 9,9%

ADICAO DE AGUA

Figura 4. Esquema de preparo das amostras do experimento 2: adigdo de diferentes
porcentagens de gordura e de agua no leite desnatado, em frascos de 40 ml com conservante
Bronolat.

As amostras foram homogeneizadas por inversdo e armazenadas de um dia para 0 outro em
camara fria com temperatura de 4°C para que o conservante utilizado (Bronolat) dissolvesse
adequadamente. No dia seguinte, as amostras foram retiradas da camara fria, seguido de
homogeneizagdo por inversdo. Posteriormente foram analisadas quanto ao PC pela metodologia
de referéncia utilizando-se Crioscépio Eletronico LK — 7000 (Laktron, Londrina, PR),
previamente calibrado com solugdes padrdao de cloreto de sodio (-0,422°H; -0,530°H e -
0,621°H), conforme Brasil (2003).

Em seguida, as réplicas das mesmas amostras foram pré-aquecidas por exatamente 20 minutos
no banho-maria, a uma temperatura de 40+2°C, homogeneizadas por inversdo e analisadas
quanto ao PC e composicado (teores de gordura, proteina, lactose, solidos totais), utilizando um
espectrometro LactoScope™ FTIR (DELTA INSTRUMENTS, 2007).
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A calibracdo do equipamento LactoScopeTM FTIR foi realizada por meio de 14 amostras
padrdo de leite cru com diferentes faixas de composicao para gordura, proteina, lactose e extrato
seco total. A calibracdo foi feita utilizando-se o programa de calibracdo do proprio
equipamento. As amostras padrdo foram fornecidas pelo laboratério Valacta (Dairy Production
Centre of Expertise, Quebec, Canadd). A calibracdo para leitura da crioscopia foi feita com
amostras-padrdo fornecidas pelo laboratério DQCI SERVICES (Dairy Quality Control
Incorporated, Estados Unidos), credenciado pela Secretaria de Agricultura do Estado de
Mineapolis dos Estados Unidos. As amostras padrdo foram fornecidas juntamente com o0s
laudos contendo os resultados das analises realizadas no laboratorio de origem.

Foi determinado o teor de gordura do creme, utilizando o método de referéncia (butirométrico)
para creme de leite de acordo com a IN 68 (BRASIL, 2006). A partir do teor de gordura do
creme, foi estimada a quantidade de gordura para cada porcentagem de creme (5, 10, 15 e 20%)
adicionado nas amostras do experimento 2.

4.2.3 Analise estatistica

Foi realizada analise de regressdo linear multipla, com significancia de 95%, para os dois
experimentos, aplicada através do pacote estistico Stata 12.0 (STATA CORP., 2011). A variavel
dependente foi o PC e as variaveis independentes foram tipo de leite, porcentagem de &gua e
metodologia (para o experimento 1), e porcentagem de gordura, porcentagem de &gua e
metodologia (para o experimento 2). As equagdes de regressdo linear multipla para os
experimentos foram:

Experimento 1:
Pc=ﬁu+ﬁlz‘1 +ﬁ:L+ﬁ3M+ﬁ4LM+E

PC= Ponto de congelamento

Bo= Constante

B,= Coeficiente de regressdo dos teores de agua (A) que vao de 0% a 20%

.= Coeficiente de regressdo do tipo de leite (L), onde O (zero) é leite desnatado e 1 (um) é leite
cru integral

Bs= Coeficiente de regressdo da metodologia (M), onde 0 (zero) é a metodologia de referéncia
(Crioscopio Eletrénico) e 1 (um) é através da metodologia de Espectroscopia de Infravermelho
com Transformada de Fourier

B4= Coeficiente de regresséo da interacdo entre tipo de leite e metodologia

&= Erro

Experimento 2:
PC =8y + BA+FG+ F3M+ B.6M+¢

PC= Ponto de Congelamento

Bo= Constante

B,= Coeficiente de regressdo dos teores de agua (A) que vao de 0% a 20%

B.= Coeficiente de regressdo dos teores de gordura (G) que vao de 2,5% a 11,03%

Bs= Coeficiente de regressdo da metodologia (M), onde 0 (zero) é a metodologia de referéncia
(Crioscopio Eletrénico) e 1 (um) é através da metodologia de Espectroscopia de Infravermelho
com Transformada de Fourier

4= Coeficiente de regresséo da interacdo entre teores de gordura e metodologia

&= Erro
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Foram calculados fatores de correcdo para eliminacdo do efeito da adicdo do conservante
Bronolat nos resultados do PC pela metodologia de referéncia e alternativa. Foi utilizada
comparacdo de pares (teste t) e calculados os intervalos de confianga com significancia de 95%,
utilizando o programa estatistico Stata 12.0 (STATA CORP., 2011).

A andlise de variancia foi utilizada para comparar os teores de gordura obtidos pelo método de
referéncia e Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier em cada
porcentagem de creme adicionado (5, 10, 15 e 20%), utilizando o pacote estatistico Minitab
18.0.

4.3 Segunda fase

Foram avaliados os resultados de quatro mil (4000) amostras de leite cru analisadas no
LabUFMG, nos meses de setembro e outubro de 2017.

O equipamento utilizado foi um espectrdmetro LactoScope™ FTIR para anélise do PC e
composicéo (lactose, proteina, gordura e solidos totais) e um citdmetro de fluxo SomaScope™
FTIR para CCS.

As amostras suspeitas, isto &, com crioscopia, composicdo e contagem de células somaticas
anormais, foram analisadas para verificar possiveis fraudes.

As analises de fraude por adicéo de sacarose (com resorcina) e formol (com floroglucina) foram
realizadas segundo as metodologias adotadas pelo Laboratério Nacional de Referéncia Animal
(LANARA) (BRASIL, 1981).

As anélises de sal, amido, peroxido de hidrogénio (método A: Oxido de vanadio) e
neutralizantes de acidez (método A: com acido rosélico) foram realizadas de acordo com a IN
68 (BRASIL, 2006).

O volume de amostras que sdo encaminhadas dos laticinios para o0 LabUFMG possuem volume
aproximado de 40ml. Ao serem analisadas através do método de triagem de Espectroscopia de
Infravermelho com Transformada de Fourier, o volume restante da amostra é baixo, o que
dificulta a analise de todas as fraudes propostas. Por isso as metodologias utilizadas para analise
de fraude foram adaptadas, diminuindo-se proporcionalmente o volume das amostras e dos
reagentes.

Como os testes de fraude realizados sdo colorimétricos, a adi¢do do conservante Bronolat altera
a cor resultante na analise. Por isso, foi realizado teste positivo e negativo para leitura dos
resultados. Foi coletado leite cru integral em tanque refrigerador, das vacas da Fazenda
Experimental da EV-UFMG e adicionados de conservante Bronolat. Uma parte foi reservada
para teste negativo e a outra parcela das amostras foi fraudada com a porcentagem minima de
deteccdo das analises (SILVA et al., 2011; SILVA, 2013; SILVA L. et al., 2015) sendo estas
porcentagens de 0,5% de aglcar, 0,01% de amido, 0,1% de sal, 0,05% de neutralizante de
acidez, 0,17% de perdxido de hidrogénio e 0,005% de formol (Figura 5).
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Figura 5. Testes positivos (P) e negativos (N) de amostras de leite com conservante Bronolat
para pesquisa de fraude de: (1) Agucar, (2) Amido, (3) Cloretos, (4) Neutralizantes, (5) Formol
e (6) Peroxido de Hidrogénio.

4.3.1 Anélise estatistica
A relacdo entre crioscopia, teor de componentes e CCS do leite cru foi avaliada por meio da

estatistica descritiva, sendo que os resultados de CCS foram transformados em logaritmo para
obtencdo de distribuicdo mais préxima a normal.
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5. RESULTADO E DISCUSSAO

5.1 Primeira fase

O resultado médio da acidez titulavel do leite foi de 15,2°D + 0,59 (graus Dornic), o que
demonstra que o leite estava em bom estado de conservacdo. O resultado encontrado esta de
acordo com a legislacdo brasileira vigente, que estabelece que a acidez titulavel esteja entre 14 a
18°D (BRASIL, 2011).

Na Tabela 1, estdo apresentados os intervalos de confianca e os fatores de correcdo para corrigir
os efeitos da adicéo do conservante Bronolat sobre o PC do leite nas duas metodologias. O fator
de correcdo para o crioscopio eletrdnico foi de 0,006°C enquanto que, para o FTIR, o fator de
correcdo foi de 0,005°C.

Tabela 1. Fator de correcéo e intervalo de confianca do PC obtido por Crioscépio Eletrénico e o
FTIR

Metodologia analitica N Média' PC (°C) IC? (95%)
Crioscépio Eletronico’ 15 0,006 0,005 H 0,007
FTIR 15 0,005 0,004 |H 0,006

!Média da diferenca calculada a partir dos valores de PC com e sem adicdo de conservante Bronolat.
’Intervalo de Confianga em nivel de 95%. 3Crioscépio Eletronico (LK — 7000, Laktron). “Espectroscopia
de Infravermelho com Transformada de Fourier (LactoScope™ FTIR).

A composicdo média do leite desnatado e leite integral diminuiram com o aumento da
porcentagem de dgua adicionada (Tabela 2). Quando ha incorporacdo de agua no leite,
ha diluicdo da concentracdo dos seus componentes, 0 que causa perda de qualidade
nutricional. Os teores de gordura, proteina e sélidos totais do leite desnatado e integral
se mantiveram dentro dos padr@es legais exigidos pela legislacdo brasileira até a adi¢do
de 10% de agua. Esse fato reforca a importancia de analises complementares, como a
crioscopia, para detectar possiveis fraudes, visto que o leite pode ser fraudado com agua
e ainda apresentar resultados de composi¢do dentro dos limites minimos estabelecidos.

Tabela 2. Média e desvio padrdo da composi¢do do leite desnatado e integral adicionados de
diferentes porcentagens de agua

Agua (%) Leite Gordura Lactose Proteina Solidos Totais
(9/100g) (9/100g) (9/100g) (9/100g)
0 Desnatado 0,23+0,01 4,91 + 0,036 3,35+ 0,057 9,38 + 0,08
Integral 4,09 +0,73 4,69 + 0,036 3,27 £ 0,061 12,79 +0,79
5 Desnatado 0,22 £0,01 4,79 + 0,033 3,29 + 0,059 9,20 + 0,09
Integral 3,88 £ 0,68 4,59 + 0,022 3,20 + 0,054 12,65 + 0,68
5 Desnatado 0,22 £0,01 4,64 + 0,022 3,19 + 0,062 8,94 + 0,08
Integral 3,74 £ 0,67 4,44 + 0,028 3,11 + 0,054 12,27 + 0,66
10 Desnatado 0,21 +0,01 4,38 £ 0,022 3,03 £ 0,056 8,52 + 0,08
Integral 3,61+0,61 4,19 £ 0,022 2,95 + 0,052 11,75 +0,62
15 Desnatado 0,21+0,01 4,12 +£0,015 2,87 £ 0,056 8,10 £ 0,08
Integral 3,41+0,58 3,94 £ 0,026 2,80 + 0,050 11,15+ 0,59
20 Desnatado 0,20 £ 0,01 3,85+0,024 2,71 £ 0,048 7,69 + 0,08
Integral 3,22 +0,54 3,69 + 0,027 2,64 + 0,049 10,55 + 0,54
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O PC esta diretamente relacionado com os sélidos totais do leite, principalmente em relacdo aos
teores de lactose e cloretos. Por isso, quando ha adicdo de &gua, mesmo em pequenas
quantidades, o PC se aproxima de zero graus Celsius (ZAGORSKA E CIPROVICA, 2013),

como pode ser observado na Tabela 3.

Tabela 3. Valores médios e desvio padrdo dos resultados obtidos das anélises do PC do leite
desnatado e integral avaliados Crioscdpio Eletronico e FTIR

P . PC (°C) PC (°C)
% Agua Leite Criosc. Elet.! FTIR?
0 Desnatado -0,516 £ 0,004 -0,495 + 0,003
Integral -0,515 + 0,003 -0,526 + 0,009
5 Desnatado -0,504 £ 0,003 -0,484 + 0,003
Integral -0,504 + 0,003 -0,517 £ 0,009
5 Desnatado -0,487 £ 0,002 -0,468 + 0,003
Integral -0,487 + 0,003 -0,500 + 0,008
10 Desnatado -0,460 + 0,003 -0,442 + 0,002
Integral -0,460 = 0,003 -0,474 = 0,007
15 Desnatado -0,434 + 0,003 -0,416 + 0,002
Integral -0,432 + 0,003 -0,446 + 0,007
20 Desnatado -0,407 £ 0,003 -0,390 + 0,002
Integral -0,403 + 0,004 -0,418 + 0,006

ICrioscopio Eletrdnico (LK — 7000, Laktron). “Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de

Fourier (LactoScope™ FTIR).

Na Figura 6 € possivel observar que ha linearidade em ambos o0s resultados, e apesar das curvas
ndo se sobreporem, a diferenca entre os métodos parece ser menor para o leite integral.
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Figura 6. Linearidade do PC do de leite desnatado (A) e leite integral (B) adicionados de agua e avaliados por Crioscopio Eletrénico e

Espectroscopia de FTIR.

Crioscopio Eletronico (LK — 7000, Laktron). **Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (LactoScope™ FTIR).
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Quando o leite apresenta composicdo normal (leite integral), a crioscopia obtida por
Espectroscopia de FTIR é levemente diminuida em relacdo ao Crioscépio Eletrénico, o que
pode ser corrigido por um fator. Entretanto, para o leite desnatado ocorreu o efeito inverso.

O coeficiente de determinagdo multipla é representado pelo R? e indica o qudo bem a equacéo
de regressdo mdltipla se ajusta aos dados amostrais. Um ajuste perfeito resultaria em R*= 1 e um
ajuste ruim resultaria em R? proximo de zero. No entanto, & medida que variéveis vao sendo
acrescentadas, R? aumenta, o gue induz a erros. Por esse motivo, é mais apropriado utilizar o R?
ajustado, visto que este € um coeficiente de determinacdo maltipla modificado que leva em
consideracdo o nimero de varidveis e o tamanho amostral (TRIOLA, 2008).

O coeficiente de determinacdo obtido para o experimento 1 foi elevado (98,66%), indicando
Otimo ajuste entre o PC e as variaveis estudadas (Tabela 4). Os PC do leite desnatado e integral
com diferentes porcentagens de &gua determinados por Espectroscopia de FTIR aumentaram
0,019°C em relacdo a metodologia de referéncia (p<0,001). O efeito isolado da Espectroscopia
de FTIR sobre o PC é mais facil de ser visualizado através da diferenca dos valores médios do
PC do leite desnatado obtido pelas duas metodologias, levando em consideracdo cada
porcentagem de agua adicionada (Tabela 3).

Tabela 4. Analise do modelo de regressao linear multipla da variavel PC do leite com diferentes
porcentagens de agua, tipo de leite e metodologia utilizada

Variaveis Coeficientes Valor-p IC (95%) R?ajustado (%)
Constante -0,512 <0,001 -0,515 H-0,510
Agua 0,0054 <0,001 0,0053 H 0,0055
Leite 0,001 0,411 -0,001 H 0,003 98,66
Metodologia 0,019 <0,001 0,016 |——| 0,021
Leite x Metodologia -0,032 <0,001 -0,035 H -0,029

O tipo de leite (desnatado ou integral) ndo afetou o PC de forma significativa pela metodologia
de referéncia. Porém, o PC do leite integral com diferentes porcentagens de dgua analisado por
Espectroscopia de FTIR foi capaz de diminuir -0,032°C (p<0,001).

Como esperado, a adi¢do de agua no leite foi o principal fator que afetou a crioscopia. A cada
1% de &gua adicionada ha 0,0054°C de aumento do PC. Resultados semelhantes foram
constados por Sanchez et al. (2007) quando avaliaram a crioscopia do leite de cabra em
diferentes condic@es analiticas, adicionadas de oito diferentes teores de agua (0, 1, 2, 3,4,5,6 e
7%), e observaram que o PC aumentou 0,006°C para cada ponto percentual. Os resultados do
presente estudo concordam também com a pesquisa realizada por Hanus et al. (2012), quando
verificaram que a adi¢do de diferentes porcentagens de agua (0, 0,5, 1, 1,5, 2 e 2,5%) no leite
bovino tem efeito significativo no IC, representando um aumento de 0,006°C.

O valor médio encontrado para o teor de gordura do creme de leite avaliado através do método
butirométrico foi de 51,6 % + 2,73. A Tabela 5 mostra os resultados médios e desvio padrdo dos
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teores de gordura estimados para a metodologia de referéncia e os resultados encontrados pela

metodologia alternativa, em diferentes porcentagens de creme adicionadas no experimento 2.

Tabela 5. Média e desvio padrdo dos teores de gordura das amostras do experimento 2 de
acordo com o método de analise e porcentagens de creme adicionados

Metodologia analitica

% de creme

10 15 20
Crioscopio Eletronico’ 2,58+0,14 5,16 £ 0,27 7,74+0,41 10,32 £ 0,54
FTIR? 2,55+0,16 5,00 + 0,24 7,40+ 0,35 9,90 + 0,64

N&o houve diferenca significativa entre as metodologias (p>0,005).
'Método butirométrico. 2Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (LactoScope™

FTIR).

N&o houve diferenga significativa entre os métodos de andlise para as diferentes porcentagens
de creme adicionadas (p>0,05). Silveira et al. (2004) também ndo encontraram diferenca entre
os resultados dos teores de gordura obtidos na andlise por metodologia de referéncia e
alternativa, concluindo que a metodologia por infravermelho pode ser utilizada com seguranca
na avaliacdo da composi¢éo do leite bovino.

No experimento 2, o teor de lactose e proteina diminuiram com adicdo de agua e
gordura, enguanto que o teor de sélidos totais aumentou com o aumento do teor de
gordura adicionado no leite desnatado (Tabela 6).

Tabela 6. Média e desvio padrdo da composicdo do leite desnatado adicionados de diferentes
porcentagens de gordura e dgua

< Lactose Proteina S6lidos Totais
Agua (%) Gordura (%) (/100g) (9/100g) (9/100g)

2,53 4,76 £ 0,020 3,30 £ 0,058 11,55+0,19

0 5,10 4,66 £ 0,028 3,22 + 0,060 13,96 £ 0,16
7,36 4,54 + 0,042 3,13 £ 0,056 15,97 £ 0,46

10 4,40 + 0,042 3,03+ 0,052 18,25+ 0,64

2,58 4,67 £0,029 3,24 + 0,058 11,45+0,20

9 5,14 4,55 +0,031 3,16 + 0,055 13,83+0,25
7,37 4,44 + 0,027 3,07 + 0,057 15,82 + 0,27

9,84 4,31 + 0,040 2,97 £ 0,046 17,96 + 0,48

2,59 4,51 + 0,031 3,14 + 0,060 11,21+ 0,24

5 5,12 4,40 + 0,028 3,07 £ 0,053 13,57 £ 0,22
7,56 4,28 + 0,027 2,96 + 0,050 15,74 + 0,26

9,98 4,14 + 0,033 2,87 £ 0,042 17,82 + 0,53

2,60 4,25 + 0,022 2,98 + 0,061 10,82 +£ 0,20

10 5,02 4,14 + 0,031 2,91 + 0,055 13,07 +0,35
7,45 4,01 +£0,021 2,81+ 0,049 15,22 +0,35

9,83 3,88 + 0,039 2,71 £ 0,041 17,27 £ 0,60

2,49 3,99 + 0,021 2,82 + 0,053 10,29+ 0,18

15 5,07 3,88 +0,031 2,75 + 0,053 12,70+ 0,24
7,41 3,75+0,019 2,65 + 0,050 14,77 £ 0,31

9,93 3,65+ 0,107 2,562 + 0,066 16,85 + 0,67

2,55 3,73+0,016 2,65 + 0,050 9,94 +0,21

20 5,10 3,61+0,017 2,568 + 0,047 12,30+ 0,22
7,36 3,49 + 0,023 2,49 + 0,041 14,30 + 0,33

9,93 3,40+ 0,124 2,43 +0,077 16,60 + 0,66
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A Tabela 7 apresenta os valores médios do PC obtidos pela metodologia de referéncia e
Espectroscopia por FTIR em diferentes condi¢fes analiticas testadas. Os valores encontrados
por este Ultimo método (-0,582°C a -0,413°C) foram menores do que os obtidos pelo método de
referéncia (-0,516°C a -0,395°C) na maioria das condic@es analiticas estudadas.

Tabela 7. Valores médios e desvio padréo dos resultados obtidos de analises de gordura (FTIR)
e analise do PC (Crioscopio Eletrbnico e FTIR)

Agua 06 Gordura (%) Criose. Elt Frin’

2,53 -0,515 + 0,004 -0,514 + 0,004

0 5,10 -0,516 + 0,004 -0,541 + 0,003
7,36 -0,516 + 0,003 -0,560 * 0,006

10 -0,516 + 0,003 -0,582 + 0,009

2,58 -0,505 + 0,003 -0,507 + 0,004

2 5,14 -0,504 + 0,004 -0,531 + 0,004
7,37 -0,506 + 0,004 -0,551 + 0,004

9,84 -0,505 + 0,003 -0,571 + 0,006

2,59 -0,487 + 0,004 -0,490 + 0,004

5 5,12 -0,487 + 0,004 -0,516 + 0,003
7,56 -0,487 + 0,005 -0,537 + 0,003

9,98 -0,486 + 0,004 -0,556 + 0,007

2,60 -0,459 + 0,004 -0,466 + 0,004

10 5,02 -0,459 + 0,004 -0,489 + 0,004
7,45 -0,458 + 0,003 -0,509 + 0,005

9,83 -0,455 + 0,002 -0,528 + 0,008

2,49 -0,431 + 0,004 -0,438 £ 0,003

15 5,07 -0,431 + 0,004 -0,463 + 0,003
7,41 -0,428 + 0,004 -0,483 + 0,004

9,93 -0,425 + 0,003 -0,497 £ 0,013

2,55 -0,404 + 0,004 -0,413 £ 0,003

20 5,10 -0,402 + 0,003 -0,437 + 0,003
7,36 -0,399 + 0,003 -0,456 + 0,004

9,93 -0,395 + 0,003 -0,482 + 0,012

ICrioscopio Eletrdnico (LK — 7000, Laktron). “Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de
Fourier (LactoScope™ FTIR).

Os resultados da analise de regressao linear maltipla do experimento 2, mostram que os dados
foram bem ajustados, pois 0o R? ajustado foi alto (98,95%) (Tabela 8). Houve diferenca
significativa entre a metodologia de referéncia e a Espectroscopia de FTIR (p<0,001), quando o
leite apresenta alteragdo na sua composicao normal, assim como no experimento 1. A diferenga
média entre os valores de PC obtida pelos dois métodos foi de 0,019°C. Sendo assim, quando o
leite tem sua composicdo alterada e é avaliado nas condi¢Ges desse estudo por Espectroscopia
de FTIR, ocorre 0 aumento do PC de 0,019°C em relacdo ao Crioscdpio Eletrénico.
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Tabela 8. Andlise do modelo de regressdo linear multipla da varidvel PC com diferentes
porcentagens de agua, porcentagens de gordura e metodologia utilizada

Variaveis Coeficientes Valor-p IC (95%) R?ajustado (%)
Constante -0,535 <0,001 -0,537 H-0,532
Agua 0,0057 <0,001 0,0056 H 0,0058
Gordura 0,0005 0,006 0,0001 H 0,0008 98,95
Metodologia 0,019 <0,001 0,016 H 0,022
Gordura x Metodologia -0,0096 <0,001 -0,0100 H -0,0915

Os resultados do presente estudo discordam de Conrrado et al. (2012), que ndo encontraram
diferenca significativa (p>0,05) entre o PC avaliado por Crioscopio Eletrénico e Espectroscopia
de FTIR. Entretanto, esses autores trabalharam com leite contendo composi¢do normal.

Quando avaliada a influéncia isolada do teor de gordura no PC, observa-se que na faixa média
entre 2,5% a 9,9%, ha um leve aumento do PC (0,0005°C) determinado pela metodologia de
referéncia (p<0,05). O resultado do presente estudo discorda do reportado por Sala et al. (2010),
que ndo encontraram qualquer correlacdo estabelecida entre amostras de leite com porcentagem
de gordura que variaram entre 1,7% e 5,0% e crioscopia obtida por Crioscopio Eletrdnico.
Senevirathne et al. (2016) também ndo encontraram diferenca significativa (p>0,05) no PC do
leite em diferentes niveis de gordura (<3, 3 a 4, 4 a 5, >5%) e avaliados pela metodologia de
referéncia.

Além da leve interferéncia provocada pelo teor de gordura no PC obtido por metodologia de
referéncia (p<0,05), a diferenca do PC entre os métodos aumenta com o aumento da
porcentagem de gordura, como pode ser observado na Figura 7.
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Figura 7. PC do leite desnhatado adicionado de diferentes porcentagens de gordura e avaliado por
meio de Crioscopio Eletronico e Espectroscopia de FTIR.

* Crioscépio Eletronico (LK — 7000, Laktron). ** Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de
Fourier (LactoScope™ FTIR).

A Espectroscopia de FTIR é muito utilizada em laboratérios de anélise da qualidade do leite por
ser uma metodologia rapida e precisa. Estudos realizados por Pintic-Pukec et al. (2009)
demonstraram que a determinacdo do PC por Espectroscopia de Infravermelho pode ser
utilizado como métodos de triagem de amostras de leite. O presente estudo demonstrou que 0
alto teor de gordura no leite cru resultou em um PC decrescente ao utilizar Espectroscopia de
FTIR (p<0,001), diminuindo -0,0093°C do PC por cada ponto percentual. J& a adi¢cdo de agua
aumentou 0,0055°C do PC (p<0,001), o que indica que o teor de gordura parece compensar a
adicdo de agua do leite. A variacao do teor de gordura em amostras de leite pode ocorrer devido
a influéncia de fatores genético, fisioldgico e ambiental no animal e adulteragdes como adigdo
de &gua e desnate. Outro fator que mais provoca variabilidade dos resultados de composicao de
amostras leite, em especial da gordura, é a falta de homogeneizacao do leite do tanque. Além
disso, os produtores sdo bonificados pelas industrias para fornecerem leite com maior teor de
gordura. Portanto, € muito importante levar em consideracdo o teor de gordura do leite nos
resultados do PC determinado por Espectroscopia de FTIR para evitar interpretacGes erradas
desse parametro.

A influéncia do teor de gordura e porcentagem de agua sobre a metodologia de referéncia e
alternativa esta apresentada nas Figuras 8.
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Figura 8. PC do leite desnatado adicionado de diferentes porcentagens de agua e gordura avaliado por Crioscépio Eletrénico* (A) e

Espectroscopia de FTIR** (B).

*Crioscopio Eletronico (LK — 7000, Laktron). **Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (LactoScope™ FTIR).
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5.2 Segunda fase

Do total de amostras analisadas no LabUFMG nos meses de setembro e outubro de 2017
(n=4.000), 4,9 % (196) foram consideradas como suspeitas na triagem dos resultados por
apresentarem desvios na composicao, PC e CCS. Os valores médios e coeficientes de variacio
(CV) dos parametros analisados nas amostras suspeitas estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9. Estatistica descritiva a partir dos dados de amostras analisadas no LabUFMG com
suspeita de fraude, nos meses de setembro e outubro de 2017 (h= 196)

Parémetros Média Mediana Minimo Maéaximo  Desv. Padréo CV (%)
Gordura (g/100g) 3,35 3,35 0,17 6,87 0,77 22,99
Proteina (g/100g) 3,07 3,01 2,31 5,70 0,39 12,70
Lactose (g/100g) 4,33 4,31 3,13 6,81 0,46 10,62
Sél. Totais (g/100g) 11,75 11,63 8,75 15,53 1,08 9,27
CCS (x1000/ml) 748,94 598 4 7390 771,81 103,05
PC (°C) -0,488 -0,489 -0,366 -0,730 0,046 9,43

A CCS apresentou CV elevado (103,05%), o que demonstra grande variabilidade das amostras.
Santana et al. (2015) também encontraram resultado semelhante (CV=103,87%).

Dos componentes do leite, a gordura foi a que apresentou maior CV (23,09%), seguida das
proteinas (12,75%), lactose (10,57%) e sélidos totais (9,18%). Segundo Linn (1988) o teor de
gordura varia muito no leite, pois é fortemente influenciada pelos fatores genético, fisiologico e
ambiental.

De acordo com a IN 62 (BRASIL, 2011), os teores minimos de solidos totais devem ser 11,4%,
gordura 3,0% e proteina 2,9%. A média geral dos resultados de gordura (3,35%), proteina
(3,07%) e solidos totais (11,75%) estdo de acordo com a legislacdo vigente. J& os valores
médios encontrados para o PC (-0,488°C) e CCS (748.940 CS/ml), estdo em desacordo com 0s
padrdes regulamentados pelas legislacdes atuais, que determinam PC entre -0,512°C e -0,536°C
(BRASIL, 2017) e CCS de no maximo 500.000 CS/ml nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste
(BRASIL, 2016). Praticamente quase metade (47,4%) das amostras avaliadas por Montanhini et
al. (2013), analisadas em laboratorio credenciado ao MAPA, estavam em desconformidade com
0s padrbes estabelecidos pela IN-62, o que evidencia a dificuldade dos produtores em se
adequarem ao que a legislagéo exige.

Das 196 amostras suspeitas, 74,49% apresentaram PC acima de -0,512°C, indicando potencial
fraude por aguagem (Figura 9). Apesar do combate a fraude por adicdo de agua no leite ser
antigo, muitos estudos atuais demonstram que essa pratica ainda é frequente (JUNIOR et al.,
2013; BARHAM et al. 2014; SILVA J. et al., 2015; ALVES E BORGES, 2016; OLIVEIRA et
al., 2017), o que reforca a importancia do monitoramento constante do PC do leite.
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Figura 9. Distribuicdo do Ponto de Congelamento das amostras suspeitas analisadas no
LabUFMG nos meses de setembro e outubro de 2017.

Nenhuma amostra apresentou resultado positivo para analise de sacarose, amido, peréxido de
hidrogénio, neutralizantes e formol. No entanto, segundo Silva L. et al. (2015), os testes oficiais
podem ter algumas limitacGes para detectar fraudes por adi¢do de conservantes e neutralizantes,
podendo ndo ser capaz de assegurar a auséncia dessas substancias no leite. Os autores
verificaram que apenas o teste de formol mostrou alta sensibilidade analitica e foi capaz de
detectar as concentracOes testadas. Apesar do peroxido de hidrogénio ter causado reducdo
significativa (p<0,05) da contagem de mesdfilos aerdbios no estudo realizado por esses autores,
essa substancia ndo foi detectada ap6s 24 horas de armazenamento sob refrigeracdo. Esse
resultado indica rapida degradacdo do perdxido de hidrogénio, o que dificulta a deteccdo por
indUstrias ou agéncias reguladoras. Ainda nesse trabalho, os autores verificaram que adicdo de
hidroxido de sddio foi capaz de diminuir a acidez titulavel, porém também ndo foi identificada.
Isso sugere que, quando a fraude é calculada para a neutralizacdo precisa do acido latico,
substancias neutralizantes ndo séo detectadas pelos testes oficiais (MILAGRES, 2008).

Foram observados resultados positivos em 12,24% das amostras para analise de cloretos (Figura
10).
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Figura 10. Fraudes encontradas nas amostras suspeitas analisadas no LabUFMG durante os

meses de setembro e outubro de 2017.
*Perdxido de Hidrogénio. **Neutralizantes.

Dos 12,24 % das amostras que apresentaram resultado positivo para analise de cloretos, 6,63 %
apresentaram alta CCS e alto PC (Figura 11). O sal de cozinha (cloreto de sodio) é um agente
reconstituinte que, quando adicionado ao leite, é utilizado para mascarar a fraude por adi¢éo de
agua, visto que esse tipo de fraude é facilmente detectado pelo controle de qualidade dos
laticinios. Sendo assim, essas praticas, quando utilizadas simultaneamente, permite correcdo da
densidade e crioscopia do leite. Por isso, a pesquisa de cloretos se torna importante para
confirmar suspeitas de adicdo de &gua e sal (TRONCO, 2008). A determinacdo qualitativa de
cloretos no leite consiste na reagéo do nitrato de prata com os cloretos na presenca do indicador
cromato de potassio. Quando o teor de cloretos no leite € normal (0,08% a 0,1%), a quantidade
de nitrato de prata é excessiva, reagindo com o indicador para a obtengdo da cor marrom. Se o
teor de cloretos € elevado, ha menor quantidade de nitrato de prata disponivel para reagir com o
indicador, formando coloragdo amarela caracteristica (BRASIL, 2006).

34



7%

6%

5%

4%
CCS (x1000/ml)

>500
m <500

3% +—

% de amostras

2% +—

1% +—

0% . -

>-0,512 -0.512a-0.536 <-0,536

Ponto de Congelamento (°C)

Figura 11. Porcentagem de amostras com resultado positivo para analise de cloretos levando em
consideracdo a relacdo entre o Ponto de Congelamento e Contagem de Células Somaticas.

Diversos autores corroboram que a medida que se eleva a CCS, ha aumento do teor de cloretos
(ELIAS et al., 2005; ZAFALON E FILHO, 2007; OLIVEIRA et al., 2015). Esse fato pode gerar
resultado falso-positivo, admitindo-se que o leite foi fraudado com a adigdo de cloreto de sodio.
O teor mais alto de cloretos em alta CCS pode ser explicado pela alteragdo da concentracéo
ibnica do leite, devido ao aumento da permeabilidade vascular na glandula mamaria. O sodio e
o cloro, que estdo presentes na circulacdo sanguinea, direcionam-se para o limen do alvéolo,
aumentando sua concentragédo no leite (NIELEN et al., 1992). Firmino et al. (2010), observaram
resultados positivos em 36% das amostras para analise de cloretos e associaram os resultados
com elevada incidéncia de mastite no rebanho ou adi¢éo de sal no leite.

Assim como a elevada CCS pode ter contribuido para o aumento de cloretos, interferindo nos
resultados do teste, esta pode ter influenciado também na reducdo da lactose, o que provoca alto
PC das amostras. Devido ao processo patoldgico da mastite, a concentracdo de sal no leite
aumenta, resultando em aumento da pressdo osmética. Para compensar esse aumento, ha
diminuicdo da lactose, havendo relacdo inversa entre a concentracdo de sal e lactose, sendo a
Gltima a que mais contribui para variagdes no PC do leite (FOX et al., 1998). Esses dados
discordam do relatado por Silva et al. (2012) e Santana et al. (2015), que apesar de terem
encontrado correlagdo negativa entre a lactose e CCS, observaram que o PC diminui nessas
condigdes.

As amostras que apresentaram PC entre -0,512°C e -0,536°C e obtiveram resultado positivo
para adicdo de sal (Figura 11), demonstram a importancia de provas especificas para a pesquisa
de cloretos, j& que quando adicionado em concentracGes equilibradas com agua, esse tipo de
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fraude ndo é identificado nas pesquisas de densidade e crioscopia. Silva et al. (2011)
verificaram que 0,02% de sal € capaz de aprofundar a crioscopia em média 0,015°C.

6. CONCLUSAO

Como a adicdo de &gua causou o efeito inverso do alto teor de gordura no ponto de
congelamento medido pelo FTIR, é importante considerar o teor de gordura do leite para evitar
interpretacdes errdneas do ponto de congelamento ao usar 0 método FTIR.

A associacdo do PC com a composicédo do leite demonstrou ser uma importante ferramenta para
prever fraudes por adicdo de &gua e reconstituintes. Grande parte das amostras suspeitas
apresentaram fraude por adi¢do de agua, o que reforca a importdncia do monitoramento
constante do PC do leite. Apesar de ter sido encontrada fraude por adicdo de sal, é necessario
levar em consideragdo a CCS na interpretacdo dos resultados, visto que esta pode aumentar o
teor de cloretos no leite e por isso, ndo necessariamente indica fraude.
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