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RESUMO

A adulteracdo em alimentos € um tdpico de extrema importancia que com o aumento da
fiscalizacdo tornou-se um conceito de saude publica e de seguranca de alimentos nos ultimos
anos. O uso do intencional de formaldeido é ilegal, porém ele é adicionado ao leite cru com o
objetivo de aumentar o tempo de vida comercial a temperatura ambiente. A Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) de baixo campo é uma poderosa técnica no controle de qualidade
de leite sendo extremamente viavel para checar a autenticidade do alimento. O objetivo desse
trabalho é analisar leite bovino adulterado com formaldeido em RMN de baixo campo
combinado a andlise colorimétrica, para assim, correlacionar duas analises através de técnicas
quimiométricas. Foi observada uma separacdo visivel de fases nas amostras a partir de 2,5%
de formaldeido. Consequentemente, o conteudo de agua livre aumentou, gerando um tempo
de relaxacdo transversal maior em relacdo ao leite ndo adulterado. O indice de brancura e a
luminosidade diminuiram devido a separacdo de fases nas concentra¢fes acima de 12,25%
que leva a coagulacdo das proteinas e predominancia do soro na superficie gerando valores
baixos pela perda do aspecto homogéneo. Ja o indice de amarelecimento apresentou aumento
de acordo com o aumento da concentracdo de formol. O teste SIMCA obteve resultados
iguais a 1.0 tanto para amostras controle como as adulteradas tanto na autenticacdo do
modelo como no nivel de adulteracdo. Nas andlises de PLS pode-se observar que ocorreu
uma maior contribuicdo dos componentes no tempo zero tendo um indice de habilidade
preditiva maior. O tempo de relaxacao transversal apresentou os maiores valores de variavel
de importancia de projecdo (VIP) devido as modificacfes na mobilidade da agua e gordura
durante a coagulacdo que levaram a separacdo de fases e as modificacdes nos tempos de
relaxacdo transversal. Nossos resultados sugerem que é possivel relacionar o aumento da
concentracdo de formaldeido no leite adulterado em ambas as técnicas analiticas utilizadas
Ressonancia Magnética Nuclear de baixo campo e analise colorimétricas.

Palavras-chave: leite, adulteracdo, RMN de baixo campo, formaldeido, quimiometria
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ABSTRACT

Food adulteration is a topic of extreme importance that with increased surveillance has
become a concept of public health and food safety in recent years. The intentional use of
formaldehyde is illegal, but it is added to raw milk in order to increase the commercial shelf
life at room temperature. Low field Nuclear Magnetic Resonance (NMR) is a powerful
technique in milk quality control being extremely feasible to check the authenticity of the
food. The objective of this work is to analyze bovine milk adulterated with formaldehyde in
low field NMR combined with colorimetric analysis, in order to correlate two analyzes
through chemometric techniques. A visible phase separation in the samples was observed
from 2.5% formaldehyde. Consequently, the free water content increased, resulting in a
greater transverse relaxation time relative to the unadulterated milk. The whiteness index and
brightness decreased due to phase separation at concentrations above 12.25% which leads to
protein coagulation and surface predominance of serum generating low values due to loss of
homogeneous appearance. The yellowing index increased as the formalin concentration
increased. The SIMCA test obtained results equal to 1.0 for both control and adulterated
samples in both the model authentication and the adulteration level. In the PLS analyzes it
can be observed that a greater contribution of the components occurred in the 0 hour time
having a higher predictive ability index. The transversal relaxation time presented the highest
values of variable of importance of projection (VIP) due to the modifications in the mobility
of water and fat during the coagulation that led to the phase separation and the modifications
in the times of transversal relaxation. Our results suggest that it is possible to relate the
increase of the formaldehyde concentration in the adulterated milk in both analytical
techniques using low field Nuclear Magnetic Resonance and colorimetric analysis.

Keywords: milk, adulteration, low field NMR, formaldehyde, chemometrics.
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1. Introducéo

A fraude em alimentos € um tdépico de extrema importancia e com o aumento da
fiscalizacdo tornou-se uma questéo de saude publica e de seguranca de alimentos nos ultimos
anos (Spink & Moyer, 2011). Também, tornou-se um topico de extrema importancia na
industria de alimentos devido as perdas financeiras substanciais e aos riscos para a saude
humana. Dentre os tipos de fraude podemos citar: Adulteracdo, falsificacdo e rotulagem
incorreta. (Handford et al,2016).

Relatos desse tipo de acdo sdo datados desde o Império romano quando o vinho era
adulterado com agua, adogantes e corantes. Naquela época, porém, a atividade era limitada a
um espaco geogréafico restrito (Armstrong, 2009; Spink & Moyer,2011). Devido a constante
expansdo e ao aumento da complexidade da cadeia de distribui¢do de alimentos mundial, tais
préticas intensificaram o risco de fraude em alimentos para toda a populacdo mundial.
Portanto tendo maior impacto na protecéo da satide do consumidor (Moore et al, 2012).

Adulteracdo de alimentos € um termo que esta inserido no conceito de fraude. Pois um
alimento adulterado é aquele que pode estar deteriorado ou intencionalmente alterado devido
a adicdo de uma substancia quimica exdgena, ou seja, o adulterante (Handford et al,2016).

O leite bovino, por definicdo, é uma mistura complexa composta de lipideos,
proteinas, carboidratos, vitaminas, minerais e outros componentes oriundos de sintese celular
secretada pela glandula mamaria bovina (Damodaran, Parkin & Fennema, 2010). Sendo
assim o leite contém todos 0s macro e micronutrientes importantes para manter a saude e vida
dos lactentes e infantes, assim como adicionando qualidade a dieta humana como um todo
(Konuspayeva et al,2009; Medhammer et al, 2011). Os derivados lacteos sdo constituintes
importantes da alimentacdo de grande parte da popula¢do mundial.

Segundo Moore e colaboradores (2012), ao analisar a Farmacopeia Americana (USP,
2015) no Banco de dados da convencdo de fraudes em alimentos. Eles determinaram os 25
alimentos com maior tendéncia a sofrer fraude. O azeite de oliva encontra-se na primeira
posicdo com 16% dos dados coletados entre 1980 e 2010 e em segundo lugar o leite com
14%.

A alta oferta de nutrientes torna o leite cru susceptivel a acdo de microrganismos
deteriorantes, patogénicos ou ndo, que levam a mudanga dos Seus componentes e
principalmente caracteristicas fisico-quimicas (como por exemplo, pH), promovendo

alteracdo da qualidade quando demora a ocorrer quando respeitada a cadeia de frio. A



adulteracdo visa mascarar essas transformacdes ocorridas no leite cru através da adigcdo de
compostos quimicos oferecendo variados riscos para a salde do consumidor (Singh &
Gandhi, 2015).

O formaldeido é um gas produzido mundialmente, em grande escala, a partir do
metanol. Em sua forma liquida (misturado a agua e alcool) é chamado de formalina ou formol
— solucdo aquosa: 37 a 50% de formaldeido e 6 a 15% de metanol que tem funcdo de
estabilizante (IARC, 2004).

O uso intencional de formaldeido é ilegal, porém ele é adicionado ao leite cru com o
objetivo de aumentar o tempo de vida de prateleira em temperatura ambiente (Sinhg & Fox,
2015). Devido as suas propriedades tdxicas em baixas concentracdes e ser classificado como
carcinogénico pela Agencia Internacional de Pesquisa do Cancer, o formaldeido ndo deve ser
adicionado ao leite (IARC, 2004; Sinhg & Fox, 2015).

A ingestdo de formaldeido pode causar infec¢cdes agudas, irritacdo a pele, dermatite,
dor de cabeca, tonturas, lacrimacao, tosse e espirros. J& uma exposicao a altas concentracfes
provoca conjuntivite, distrbios nasais e laringeos, espasmos na laringe e edema pulmonar.
Entretanto os Ultimos efeitos citados sdo praticamente improvaveis na quantidade presente
nos leites adulterados (Tang et al, 2009; Gwin et al, 2010).

A aplicacdo de Ressonancia Magnética Nuclear em baixo campo na ciéncia dos
alimentos tem sido amplamente investigada ao longo dos anos pelo fato de ndo exigir preparo
da amostra, ser uma medida simples e réapida, ter estabilidade instrumental e ndo destruir a
amostra. Sendo assim conferindo informag6es sobre atributos sensoriais, reoldgicos e de
estagios de amadurecimento ou de degradacdo (SANTOS et al, 2015).

O RMN H?! de baixo campo fornece informagcdes preciosas sobre a agua ligada, a agua
livre e a transicdo entre esses dois estados. Sendo utilizada para avaliar a capacidade de
retencdo de dgua (CRA) e mudancas no aspecto durante e transformacdo de musculo em
carne, cozimento e congelamento. Demonstrando assim ser uma poderosa técnica no controle
de qualidade de leite e de queijo sendo extremamente vidvel para checar a autenticidade do
alimento ao conseguir identificar a presenca de agua da torneira, soro de leite, uréia e

perdéxido de hidrogénio quando adicionado ao leite (RIBEIRO et al,2014).



2. Revisdo de Literatura

2.1. Adulteracdo de Alimentos

A adulteracdo em alimentos é conhecida desde o inicio da civilizacdo tanto pela
diminuicdo da qualidade em si dos alimentos como pelo impacto negativo sobre a salde
humana. Os conceitos atuais em seguranga de alimentos e de assuntos regulatérios em
alimentos unidos as mais variadas técnicas fisicas, bioquimicas, imunoldgicas estdo sendo
utilizados para a pesquisa de adulterantes em alimentos. Entidades sanitarias, produtores,
revendedores e consumidores tem interesse na obtencdo de um alimento seguro com
procedéncia conhecida, auténticos e de alta qualidade (Handford, Campbell & Elliot, 2015).
Os alimentos adulterados sdo um topico atual e de extrema importancia, pois a sua ocorréncia
leva a riscos para a salde publica e vai de encontro ao conceito de alimento seguro, ou seja,

livre de contaminantes fisicos, quimicos e biolégicos.

Quadro 1. Definic¢des dos Tipos de Adulteracéo

Tipos de Adulteracdo

Todos os aspectos do produto em si foram
totalmente replicados ou a embalagem do
Falsificacdo produto original € utilizada, porém o seu

conteudo ndo é original.

Venda ou distribuicdo de produto original
Desvio\Roubo fora das condigbes nas quais deveria ser

comercializado.

Producdo de quantidade superior em relacéo

Excesso a que foi aprovado para 0 processo

Embalagem modificada do produto para

Simulagéo parecer com o produto original.

Adicdo intencional de substancias toxicas ou
Sabotagem, envenenamento ou bioterrorismo | microorganismos patogénicos para realizar

ameacas ou mortes usando alimentos.




Nesse caso 0 uso de palavras como natural e
Inducdo ao engano tradicional ou uso de figuras que néo
correspondem ao produto dentro da

embalagem

Uso de uma embalagem muito maior que o

Tamanho da embalagem contetido

Fontes: (Croall, 2009; Spink & Moyer, 2011; BRC, 2015)

A adulteracdo € um dos tipos de fraude em alimentos é um termo amplo no qual
também sdo contemplados: Falsificacdo onde todos os aspectos do produto em si e da
rotulagem foram totalmente replicados ou a embalagem do produto legitimo € utilizado,
porém o seu contetdo original ndo estd presente; Desvio nesse caso ocorre a venda ou
distribuicdo de um produto legitimo fora das condi¢cdes ou mercado onde deveria estar sendo
comercializado; Simulacéo produto ndo legitimo tem sua embalagem modificada para parecer
mas ndo é uma cdpia exata do produto legitimo; Roubo onde o produto original roubado é
comercializado; Sabotagem, envenenamento ou bioterrorismo adulteragdo intencional para
causar ameaca, medo ou assassinato usando alimentos; Inducdo ao engano nesse caso 0 USO
de palavras como natural e tradicional ou uso de figuras que ndo correspondem ao produto
dentro da embalagem; Tamanho da embalagem uso de uma embalagem muito maior que o
contetido (Spink & Moyer,2011) (BRC, 2015) (Croall,2009).

A adulteracdo de alimentos no Brasil é considerada uma infracédo a legislacdo sanitaria
federal segundo a Lei n° 6.437, de 20 de agosto de 1977 onde no artigo 10 onde estdo as
definigdes das infragdes sanitarias, no paragrafo XXVIII “[...] fraudar, falsificar ou adulterar
alimentos, inclusive bebidas, medicamentos, drogas, insumos farmacéuticos, correlatos,
cosmeéticos, produtos de higiene, dietéticos, saneantes e quaisquer outros que interessem a
salde publica: pena - adverténcia, apreensdo, inutilizacdo e/ou interdicdo do produto,
suspensdo de venda e/ou fabricacdo do produto, cancelamento do registro do produto,
interdicdo parcial ou total do estabelecimento, cancelamento de autorizagdo para o
funcionamento da empresa, cancelamento do alvara de licenciamento do estabelecimento
e/ou multa [...] " (Brasil, 1977).

De acordo com Ato Federal nos Estados Unidos da América para alimentos, drogas e
cosmeéticos, se¢do do ato 342 (U.S. Federal Food, Drug, and Cosmetic Act Section 342) a




primeira lei voltada para alimento seguro da Food and Drug Administration os alimentos
podem ser considerados adulterados quando: a substancia adicionada for prejudicial a saude,
utilizar ingrediente barato ou de qualidade inferior, ter algum constituinte de alto valor
agregado retirado, apresentar indices de qualidade abaixo do padrdo, adi¢do de qualquer
substancia para aumentar peso ou volume, para aumentar o retorno econémico. Os alimentos
adulterados podem causar efeito toxico ou nocivo para a saude, diminuir a biodisponibilidade
de nutrientes presentes no alimento e levar a quadros de intoxicagdo ou de alergia em
individuos sensiveis as substancias utilizadas como adulterantes (Bansal, Singh, Mangal,
Mangal & Kumar,2015).

A adulteracdo é uso de substancias desnecessarias, perigosas, sem fungdo nutricional
nos alimentos levando a diminuicdo e/ou perda da qualidade. Pode ser dividida em quatro
categorias: Adulteracdo intencional caracteriza-se pela inclusdo de substéncias
economicamente inferiores que tem propriedades similares ao alimento aos quais foram
adicionadas, sdo de dificil deteccdo. Pois o adulterante tem origem quimica ou bioldgica
semelhante ao alimento original como, por exemplo, a adi¢do de agua ao leite “aguagem’’,
matérias estranhas em temperos e remoc¢do e substituicdo de solidos gordurosos e nédo
gordurosos no leite. Adi¢cdo ndo intencional ocorre quando ha incluséo de substancias que ndo
deveriam estar presentes devido a falta de higiene durante o processo, falta de cuidado ou
impericia podemos ter como exemplo contaminacdo, consumo do alimento por roedores,
poeira, residuos em recipientes de armazenamento. Também podemos citar a contaminagdo
metélica através da adicdo intencional ou ndo de metais pesados e a contaminacao
microbiologica na qual o alimento sofre deterioracdo por microorganismos de diferentes
origens durante seu processamento como: colheita, armazenamento, producdo, distribuicgéo,
transporte e preparacdo (Bansal, Singh, Mangal, Mangal & Kumar, 2015).

Grande parte dos casos de adulteracdo em alimentos ndo causaram danos a saude
publica. Entretanto temos algumas excecGes como o caso da melamina em leite em po
desnatado (Gossner et al, 2009), uso de tinta em p6 Suddo | em temperos (Stiborova,
Martinek, Rydlov4a, Hodek & Frei, 2002), o uso de agentes plastificantes Bis (2-
etilhexil) ftalato (DEHP) como agentes clarificantes em alimentos e bebidas (Yang, Hauser &
Goldman, 2013), escandalo horsegate no Reino Unido (Elliott, 2014) e adigdo em suco de
laranja de agucares,sucos de frutas provenientes de outras regides, suco reconstituido ou com
suco de grapefruit que nesse Ultimo caso pode causar interagfes medicamentosas graves
(Goodacre et al, 2016). Os mais diferentes tipos de fraude geram os mais variados ganhos

financeiros, independente de quéo refinada for a fraude que tenha sido realizada e se ocorrer a
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deteccdo podera ocorrer a investigacdo da mesma num sentido mais amplo de crime em
alimentos.

O US Food and Drug Admnistration (FDA) definiu o termo Adulteragdo
Economicamente Motivada (AEM) como um ato fraudulento, substituicdo intencional ou
adicdo de substancia em produtos com o intuito de aumentar a quantidade do produto e
reduzir seu custo de producdo. Esse tipo de fraude consiste em adicionar ao alimento
qualquer material de grau inferior acidentalmente ou ndo, sendo assim € de extrema
importancia que os 6rgédos reguladores mantenham a fiscalizagdo sobre os alimentos mais
suscetiveis como leite, azeite e suco de frutas (Spink & Moyer, 2011).

A Contaminacdo acidental ou intencional ocorre particularmente quando o0s
agricultores ou produtores ndo estdo conscientes do conjunto de circunstancias que podem
levar a contaminacdo dos alimentos. No entanto, quando a adulteracdo de alimentos se
caracteriza como intencional, isto €, quando fatores econdmicos impulsionam a pratica ela se
torna crime. Praticas deliberadas do uso de ingredientes de alimentos e medicamentos
contaminados sdo encontradas em mercados com aspectos regulatérios fracos e atuacao
minima ou inexistente de vigilancia sanitaria. Na China, por exemplo, existem mais de
500.000 empresas de processamento de alimentos com margens de lucro baixo levou a alguns
proprietarios a cortar custos através da substituicdo de ingredientes de alto custo por outros de
baixo custo (Zach, Doyle, Bier & Czuprynski, 2012). Entre essas substituicdes podemos citar
a diluicdo de formula infantil (Xiu & Klein 2010), utilizacdo de dietilenoglicol como um
substituto para a glicerina (US FDA, 2008), utilizacdo de corantes vermelhos ilegais em ovos
de pato (Du & Sun, 2007) e reetiquetagédo de frutos do mar (D “Amico, Armani, Castigliego,
Sheng, Gianfaldoni, & Guidi, 2014).

No ambito legislativo brasileiro a adulteragdo responde ao Decreto-Lei n® 2.848, de 7
de dezembro de 1940 do Cddigo Penal que foi alterada pela Lei N° 9.677, de 2 de julho de
1998 alterando os dispositivos do Capitulo 111 do Titulo VIII do Cédigo Penal, incluindo na
classificacdo dos delitos considerados hediondos crimes contra a saude publica, e d& outras
providéncias como o Artigo. 1° Os dispositivos a seguir indicados do Decreto-Lei n®2.848,
de 7 de dezembro de 1940 - Codigo Penal, passam a vigorar com a seguinte redacdo: "[...]
Falsificacdo, corrupcdo, adulteracdo ou alteragdo de substancia ou produtos alimenticios
[..]" "[...] Art. 272. Corromper, adulterar, falsificar ou alterar substancia ou produto
alimenticio destinado a consumo, tornando-o nocivo a saude ou reduzindo-lhe o valor

nutritivo[...] " "[...] Pena - reclusdo, de 4 (quatro) a 8 (oito) anos, e multa.[...] "(NR) "[...] 8

1°-A. Incorre nas penas deste artigo quem fabrica, vende, expde a venda, importa, tem em
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depdsito para vender ou, de qualquer forma, distribui ou entrega a consumo a substancia
alimenticia ou o produto falsificado, corrompido ou adulterado. [...] "[...] § 12 Estéa sujeito
as mesmas penas quem pratica as agdes previstas neste artigo em relacéo a bebidas, com ou
sem teor alcodlico[...]." "[...] Modalidade culposa"8 2°Se o crime é culposo: Pena -
detencdo, de 1 (um) a 2 (dois) anos, e multa [...]" (Brasil, 1940) (Brasil,1998).

A Lei N° 8.137/90, capitulo Il, Dos Crimes Contra Economia e as Relacdes de
Consumo: “[...] Art. Artigo VII, parégrafo Il, vender ou expor & venda mercadoria cuja
embalagem, tipo, especificacéo, peso ou composi¢éo esteja em desacordo com as prescri¢oes
legais ou que ndo corresponda a respectiva classificacao oficial [...]”’. O Cddigo de Defesa
do Consumidor, Lei N° 8.078/90, capitulo IV, da Qualidade de Produtos e Servigos, da
Prevencdo e Repara¢do dos Danos, Secéo I, da protecdo a salde e seguranca: "[...] Art. 8 - 0s
produtos e servi¢os colocados no mercado de consumo nao acarretardo risco a saude ou
seguranca dos consumidores exceto 0s considerados normais e previsiveis em decorréncia de
sua natureza e fruicdo, obrigando-se os fornecedores, em qualquer hipotese, a fornecer
informacdes necessarias e adequadas a seu respeito [...]°"; "[...] Art. 18 § 6° - S&o improprios
ao uso e consumo: Il — o0s produtos deteriorados, alterados, adulterados,
avariados,falsificados, corrompidos, fraudados, nocivo a vida ou a saude, perigosos, ou
ainda, aqueles em desacordo comas normas regulamentares de fabricagdo, distribuicdo e
apresentacdo [...]”’; "[...] Art. 39 - é vedado ao fornecedor de produtos ou servicos, dentre
outras praticas abusivas:VIIl — colocar no mercado de consumo, qualquer produto ou
servico, em desacordo com as normas expedidas pelos 6rgéos oficiais competentes [...]"
(Brasil,1990).

2.2. Adulterantes em leite

Os adulterantes em leite possuem uma classificacdo de acordo com funcionalidades
que podem ser: Adicdo de conservantes, Adicdo de agua, Desnate, Adicdo de alcalinos,
Adicdo de Reconstituintes, Adi¢do de soro de queijo e Residuos de sanitizacdo. Ha também
riscos destas substancias serem prejudiciais a satide do consumidor. A adicdo de adulterantes
é uma préatica abusiva que lesa os direitos do consumidor e que pode, em casos de consumo

prolongado, gerar desnutri¢do e desenvolvimento de patologias, principalmente em lactentes.

2.2.1. Adigéo de conservantes
Nesse tipo de adulteracdo ocorre a adi¢do de formaldeido, perdxido de hidrogénio,

acido borico e éacido salicilico ao leite pela sua a¢do conservante paralisa a atividade
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microbiana, diminuindo sua proliferacdo e mascarando as alteracbes no grau de acidez
Dornic (Abrantes, Campélo & Silva, 2014). Mota e colaboradores (2003) também
descreveram a utilizacdo de acido benzdico como adulterante no leite (Mota, Implvo, Cunha,
Beatriz & Oliveira, 2003). Sendo assim, estende o prazo de validade do leite mesmo sem
utilizar refrigeracdo. Uso exclusivo em paises em desenvolvimento onde as temperaturas
ambientes sdo mais altas e os recursos para conservacdo a frio sdo deficientes (Singh &
Gandhi, 2015).

2.2.1.1 Formaldeido

H—C

Figura 2: Formula Estrutural Formaldeido

Composto quimico altamente toxico que possui como mecanismo de a¢do a inibicdo
do crescimento bacteriano, j& que possui a capacidade de reagir com 0 grupo amina da
proteina celular, produzindo, assim, o efeito letal sobre as bactérias (Davies, 1982). Assim
permitindo a manutencdo do leite sobre condicdo de conservagdo ruim ou ausente (Afzal,
Mahmood, Hussain, Akhtar, 2011).

O metanol utilizado na solugdo para estabilizar o formaldeido também oferece riscos,
pois sofre biotransformacdo no corpo humano sendo oxidado a formaldeido numa reacdo de
oxidacdo de fase I, nos humanos pela enzima alcool desidrogenase (ADH) como ilustrado na
Figura 1 (Hardman, Limbird, Molinoff, Ruddon, & Gilman, 1996) A ingestdo do mesmo
causa acidose metabdlica, deficiéncia visual, disfuncbes do sistema nervoso central,
neurodegeneracdo e morte. (Zhai, Zheng, Rizak & Hu, 2016). Sendo assim a utilizacdo de
formaldeido como adulterante gera riscos tanto pela presenca de outra substancia quimica que

possui mecanismo de toxidez conhecido.


https://en.m.wikipedia.org/wiki/Alfred_G._Gilman
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Figura 1: Conversdo do metanol em formaldeido pela enzima &lcool desidrogenase
(Hardman, Limbird, Molinoff, Ruddon & Gilman, 1996)

A ingestdo de leite contendo formaldeido pode causar: vomitos, diarreia, diminuicdo
da temperatura corporal, dermatite, alteracdes de humor, dor abdominal, danos renais e
hepéticos, problemas de visdo (Tang, Bai, Duong, Smith, Zhang, 2009) (Gwin, Lienert,
Kennedy, 2010).

2.2.1.2 Peroxido de Hidrogénio

O peroxido de hidrogénio é comumente encontrado em solucdo aquosa na forma de
agua oxigenada a 3% (v/v). Seu mecanismo de acdo € baseado na pela acdo da enzima
catalase existente nas bactérias e no proprio leite que levam a producao de oxigénio (Huger,
1983). Quando utilizados no leite podem causar nauseas, vomitos, gastrite e letargia. (Afzal,
Mahmood, Hussain, Akhtar, 2011) (Singuluri & Sukumaran, 2014).

0—O0

\

H

Figura 3: Formula Estrutural Perdxido de Hidrogénio

2.2.1.3 Acido Salicilico
O écido salicilico quando adicionado ao leite e 0 mesmo e consumido pode causar

irritagdo gastrica, sangramento, diarreia e em casos graves de intoxicacdo podem resultar em


https://en.m.wikipedia.org/wiki/Alfred_G._Gilman

morte. Criancas menores de trés anos de idade possuem mucosas extremamente sensiveis a
substancias irritantes (Singh & Gandhi, 2015).

OH

OH

Figura 4: Formula Estrutural Acido Salicilico

2.2.1.4 Acido bérico

A ingestdo de leite contendo acido borico causa nauseas, vomitos, dor de cabeca,
diarreia, grave lesdo renal e colica severa. Devido a imaturidade dos seus 6rgdos recém-
nascidos e criangas estdo mais propensos aos seus efeitos toxicos. Pois em doses muito mais
baixas causa maiores problemas para criancas em comparacdo com adultos (See, Salleh,
Bakar, Yusof, Abdulamir & Heng, 2010).

Figura 5: Formula Estrutural Acido Borico

2.2.1.5 Acido Benzoico

Qi e colaboradores encontraram acido benzoico em amostras de leite na China (QIi,
Hong, Liang & Liu, 2009). Os problemas gerados para a salde sdo nauseas, dor de cabeca,
asma, urticéria, hiperatividade e transtornos comportamentais em criancas (Singh & Gandhi,

2015). Individuos alérgicos, particularmente aqueles com asma e criangas mais suscetiveis a
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distdrbios comportamentais sdo mais sensiveis (Barham, Khaskheli, Soomro & Nizamani,
2014).

o

OH

Figura 6: Formula Estrutural Acido Benzoico

2.2.2. Adicao de agua

No Brasil, a adicdo de agua é a principal fraude detectada no leite que tem como
objetivo aumentar seu volume. A adicdo de adgua no leite reduz de forma significativa o seu
valor nutritivo, este procedimento prejudica a qualidade microbiolégica do produto. A adicdo
de &gua no leite é detectada pela interpretacdo dos valores obtidos no indice crioscopico que
sdo mais altos e os de densidade que ficam reduzidos (Abrantes, Campélo & Silva, 2014).
Lactentes e criancas de paises em desenvolvimento que possuem como fonte principal de
nutricdo o leite estdo entre as mais vulneraveis a esse tipo de adulteracdo devido a diminuicao

do valor nutricional (Barham, Khaskheli, Soomro & Nizamani, 2014).

2.2.3. Desnate

O desnate € a retirada da gordura na propriedade rural sendo um dos possiveis fatores
que podem afetar a porcentagem da gordura no leite. A determinacdo de gordura é também
um dos meios utilizados para verificar fraude em leite. Silva e colaboradores (2008) em
pesquisa com leite pasteurizado destinado ao programa do leite no estado Alagoas, utilizando
métodos convencionais, constataram que 112 (32 %) amostras analisadas quanto ao teor de
gordura ndo atenderam aos padr@es fisico-quimicos (Silva, Silva, Ramos, Melo & Oliveira,
2008) segundo a legislacdo vigente no periodo (Brasil, 2002).

2.2.4. Adicéo de Alcalinos

A adicdo de hidroxido de sodio, carbonatos e bicarbonatos é considerada uma

adulteracdo intencional no leite no intuito de aumentar de conservacdo, mascarando 0s
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valores de acidez do leite mal conservado. A ingestdo de leite pode causar vomitos e diarreia
em quem consumir o leite (Singuluri & Sukumaran, 2014).

A adicdo de hidréxido de sddio no leite nos casos mais graves pode causar vomitos,
queimaduras nos labios, lingua e irritar a mucosa do esdfago (Mordjikian, 2001). Lactentes e
criancas jovens que possuem o leite como sua principal fonte de alimentacdo, sdo mais

susceptiveis a danos do eséfago (Ryan, Witherow, Mirza & Ayliffe, 2006).
2.2.5. Adigéo de Reconstituites

De acordo com a Instrucdo Normativa 62 do MAPA, ndo é permitida a utilizacdo de
aditivos e coadjuvantes de tecnologia na elaboragdo do leite. Mesmo que a adicdo desses
elementos ndo cause problemas de salde humana, uma vez que ndo sdo toxicos, a legislacao

ndo permite sua adicdo ao leite (Brasil, 2011).

2.2.5.1 Oleo Vegetal

O dleo vegetal é utilizado para substituir a gordura do leite retirada no processo de
desnate para o produtor aumentar os lucros através da substituicdo total ou parcial por dleo
vegetal (Singh & Gandhi, 2015). O 6leo de alguns tipos de oleaginosas podem causar reacdes
alérgicas como: demartite alérgica, dificuldade para respirar, edema de glote, tosse, vémitos e
diarreia, podendo levar a morte individuos alérgicos (Sicherer, Burks & Sampson, 1998).

2.2.5.2 Ureia

C
H,N~~ “NH,

Figura 7: Formula Estrutural Ureia

A presenca de ureia no leite indica a adigdo de urina animal ou de ureia pecuéria com
0 objetivo de aumentar o teor de nitrogénio total, mascarando os valores de proteina no leite.

A urina é usada para aumentar o volume e, como tem a densidade muito préxima a do leite, a
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alteracdo da mesma é muito pequena (Abrantes, Campélo & Silva, 2014). Os riscos para a
saude humana séo: indigestdo, diarreia, acidez estomacal, mau funcionamento dos rins, danos
ao trato intestinal e sistema digestivo, Ulceras estomacais (Trivedi et al, 2009). Problemas de
visdo em Dbebés e criangas pequenas especialmente as meninas acelera o processo de
puberdade (Bhatt, Singh & Bhatt 2008). Ndo menos importante € particularmente prejudicial

para as mulheres gravidas e os idosos (Kandpal, Srivastava & Negi, 2012).

2.2.5.3 Melamina

A melamina, produto quimico industrial é adicionada ao leite para conferir
aparentemente os niveis normais de proteina por aumentar o teor de nitrogénio total e assim
aumentar os lucros na venda do leite que sofreu processo de aguagem (Xiu & Klein 2010).
Na literatura foram relatados casos toxicos graves de calculo renal, envenenamentos,
hipertensdo, edema agudo, insuficiéncia renal, cancer de bexiga (Hau, Kwan & Li, 2009) e a
morte de recém-nascidos e criancas pequenas, devido férmula infantil ser por muitas vezes

sua Unica forma de nutricdo e a imaturidade de seus 6rgaos. (Sharma & Paradakar, 2010).

NHo

N” SN

| /)\
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HoN N

Figura 8: Formula Estrutural Melamina

2.2.5.4 Sulfato de Amonio

A adicdo do sulfato de aménio ao leite aumenta a dosagem indireta do teor de proteina
(Singh & Gandhi, 2015). Sua ingesta causa nuseas; vomitos; diarreia; efeitos adversos no
trato gastrointestinal, sistema respiratorio e pele; distarbios sensoriais. Bebés e criancgas
dependentes de leite como € a sua principal fonte de nutricdo sdo as maiores vitimas (Ayub,
Ahmed, Abbas, Qasi & Hattak, 2007) (Barham, Khaskheli, Soomro & Nizamani, 2014).

2.2.5.5 Agucar e Amido
Rosa-Campos e colaboradores (2011) detectaram presenca de sacarose em larga

escala em leite pasteurizado integral tipo C produzido na regido de Brasilia (Rosa-Campos,
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Rocha, Borgo, & Mendonga, 2011). O amido e o agUcar sdo utilizados criminosamente para
encobrir aguagem do leite, aumentando a densidade (Behmer, 1987). Os riscos para a
populacdo sdo o consumo de leite com aclcar por individuos diabéticos e pré-diabéticos
(Malik, Schulze & Hu, 2006)

2.2.6. Adicdo de Soro de queijo

A legislacdo brasileira, e também a de todos os paises desenvolvidos, proibe a adi¢do
de soro de queijo ao leite de consumo. Caso a adigcdo seja feita, o produto final devera
chamar-se “bebida lactea” e ndo poderia ser considerado leite (tipo A, B, C, esterilizado, etc.)
(Abrantes, Campélo & Silva, 2014).

A legislacdo brasileira considera fraude a adicdo de soro de queijo ao leite
pasteurizado, esterilizado ou em pd (Brasil, 2011). Entretanto, por estar quase sempre
disponivel, uma vez que é um subproduto da fabricacdo de queijos, de custo reduzido ou
nulo, torna-se economicamente atrativa a adicdo de soro de queijo ao leite, prejudicando
diretamente o consumidor e 0s concorrentes que obedecem a legislacdo, além de incorrer em
crimes previstos na legislacdo. Uma vez que a adi¢do de soro de queijo ao leite compromete a
sua qualidade, torna-se imprescindivel o controle deste importante alimento distribuido aos
consumidores, para sua utilizacdo como se fosse leite puro. No entanto, para uma grande
diversidade de outros produtos como leites fermentados, achocolatados, confeitos,
panificacdes e as denominadas bebidas lacteas, o soro de queijo € um ingrediente de uso

comum (Abrantes, Campélo & Silva, 2014).

2.2.7. Residuos de Sanitizacao

A presenga dessas substancias pode ocorrer devido a falhas no processo de enxague
apos utilizacdo de solucgdes alcalinas e hipoclorito na limpeza de equipamentos, utensilios ou
mesmo da propria estrutura fisica para remocdo de gordura do leite ou sanitizacao.

A adicdo de detergentes ao leite visa mimetizar a espuma natural formada na
superficie do leite (Mudgil & Barak, 2013). Esses casos sdo comuns em paises onde as boas
praticas de fabricacdo e controle de qualidade ndo s&o seguidas corretamente (Bhatt, Singh,
Bhatt, 2008). Sua ingestdo leva a complicacOes gastrointestinais, hipotensdo, doencas

respiratorias e cancer (Tay, Fang, Chia & Li, 2013).
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2.3. Leite (Casos de Adulteracgéo)

O leite e seus derivados merecem destaque por constituirem um grupo de alimentos de
grande valor nutricional, uma vez que séo fontes consideraveis de proteinas de alto valor
biologico, além de conterem vitaminas e minerais. O consumo habitual desses alimentos é
recomendado, principalmente, para que se atinja a adequacao diaria de ingestao de calcio, um
nutriente que, dentre outras funcdes, € fundamental para a formacdo e a manutencdo da
estrutura 6ssea do organismo (Muniz, Madruga & Araujo, 2013). O alto valor nutricional do
mesmo o torna um alimento amplamente consumido, entretanto pelo aumento da sua
demanda no mercado a atividade de adulteracdo do mesmo acabou sendo estimulada

(Konuspayeva et al,2009; Medhammer et al, 2011).

Nas Gltimas décadas a producdo e o consumo de leite e de laticinios cresceram
vertiginosamente em paises em desenvolvimento particularmente no Leste e Sudeste da Asia,
porém o nivel de consumo ainda é mais baixo do que em paises desenvolvidos (FAOSTAT,
2014). A producgdo de leite em paises em desenvolvimento estd emparelhada entre o seu
crescimento e o consumo. Consequentemente nas ultimas trés décadas a producdo total
mundial de leite aumentou cerca de 50% de 500 milhdes de toneladas em 1983 de 747
milhdes de toneladas em 2013 (FAO, 2015). Em termos de producio mundial a india é hoje o
maior produtor de leite em todo o mundo (18 %), seguido pelos EUA (12 %), e, em seguida,
China e Brasil (Ambos a 4 %) (FAO 2015).

A adulteracdo em alimentos ¢ um problema que ocorre ao longo da histéria da
humanidade sendo um problema de alcance mundial. Os mais recentes estudos presentes na
literatura revelaram que os produtos lacteos de origem bovina e de bufala por serem
produzidos em maior escala sdo comumente fraudados podem ser encontrados em muitas
regibes no mundo, entretanto especialmente em paises em desenvolvimento sdo mais
observados. Esses casos de fraudes que ocorrem em paises em desenvolvimento sao
intencionais, que acabam sendo favorecido pela falta de punigcdo devida a falta de controle
das autoridades sanitarias. Nesse caso ocorre uma diminuicdo dos beneficios gerados pelos
produtos lacteos adulterados e a possibilidade do seu consumo apresente riscos potenciais
para a saude humana (Medhammer et al, 2011).

Segundo Moore e colaboradores (2012) ao analisar a Farmacopeia Americana (USP,
2015) no Banco de dados da convencdo de fraudes em alimentos determinaram os 25

alimentos com maior tendéncia a sofrer fraude. O azeite de oliva encontra-se na primeira

15



posicdo com 16% dos dados coletados entre 1980 e 2010 e em segundo lugar o leite com
14%.

2.3.1. India

Em pesquisa realizada por Bhatt e colaboradores (2008) para detectar a presenca de
adulterantes prejudiciais no leite. Uma pesquisa doi realizada com 365 criancas e suas
respectivas mées entrevistadas em cada domicilio sobre a ingestdo de leite. Foram coletadas
amostras em cada domicilio visitado e também em 160 mercados, fornecedores e barracas,
sendo assim foram realizadas analises para ureia e detergente. Foram detectadas a presenca
de ureia, detergentes, agrotoxicos e 6Oleo vegetal foram detectados nas amostras de leite.
Foram relatados dor de cabeca, problemas de visdo e diarréia em todas as faixas etérias da
area rural e urbana (1 a 5, 6 a 18 e 19 a 22 anos) que participaram do estudo. No estudo
apresentado foi concluido que as criancas do perimetro urbano apresentaram uma
porcentagem maior de sintomas relacionados a adulteracdo do leite citados anteriormente,
devido o maior consumo de leite. Em relacéo aos parametros fisico- quimicos o leite sintético
apresentou uma faixa de pH mais baixo ou mais elevado do que o leite né&o adulterado(
Bhatt, Singh & Bhatt, 2008).

Pesquisa realizada pela Autoridade Indiana de Seguranca Alimentar (Food Safety and
Standards Authority of India - FSSAI) em 2012 para determinar a qualidade de leite e
identificar os adulterantes presentes em todo o pais. Foram recolhidas e analisadas 1791
amostras de leite em 33 estados cerca de 1226 (68,4%) amostras ndo conseguiram cumprir 0s
padrdes da FSSAI. A agua é o adulterante mais utilizado em leite na india sendo encontrado
em 46,8% de amostras em ndo conformidade, em segundo lugar o leite em p6 desnatado em
44,7% das amostras e também foi detectado detergente em amostras de leite, o que indica
auséncia de higiene nas unidades produtoras (FSSAI, 2012).

Kandpal e colaboradores (2012) coletaram amostras de leite cru para determinar
diluicdo com &gua ou adicdo de outras substancias adulterantes. Sessenta Amostras de leite
cru abertas e com nome comercial foram coletadas em cantinas de educacgdo publica lugares e
fornecedores de leite. Os principais achados foram: 80% das amostras de leite cru estavam
diluidas com &gua, foi detectada também a presenca de ureia e detergentes em todas as
amostras. Este estudo demonstrou que séo necessarias melhores préaticas de higiene durante a
producdo e cadeia de fornecimento e implementacdo de regimes de monitorizagdo mais

eficazes (Kandpal, Srivastava & Negi, 2012).
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Um total de cinquenta amostras de leite foi coletado em instituicdes educacionais
publicas e particulares para pesquisa de adulterantes. Foram encontrados o0 seguinte
percentual de amostras adulteradas: 22% acucar, 26% para neutralizantes, 32% formaldeido e
peroxido de hidrogénio, 44% detergentes, 82% cloreto de sddio e 60% para uréia e 80% para
leite em pd desnhatado. As amostras em sua maioria estavam em ndo conformidade com a
instituicdo sanitaria vigente na India e esse estudo também indica que grande parte dos
adulterantes foram adicionados durante o processo de producdo do leite (Singuluri &
Sukumaran, 2014).

2.3.2. Paquistao

Estudos recentes demonstraram uma grande variedade de adulterantes encontrados
que foram adicionados ao leite como, por exemplo, substancias de baixa qualidade com baixo
valor nutricional e substancias toxicas. Akhtar num recente trabalho demonstrou a situagédo
no Paquistdo, onde 80% do leite vendido embalado ou a granel esta adulterado (Akhtar,
2015). Para testar a presenga de adulterantes em leite mercado foram recolhidas e analisados
100 amostras de leite in natura. Foram detectados em 73% das amostras agua; seguido de
detergente (32%), acUcar (22%), soda caustica (20%), e farinha de arroz (17%). O Nivel de
adulteracdo encontrado nos estabelecimentos foi: loja de laticinios (4,2%), coletores de leite
(3,5%), intermediarios (3,2%), processadores (2,5%), e produtores (1,1%). Foi concluido
pelos autores que a agua foi o adulterante mais comumente encontrado que a adulteracédo foi
mais realizada pelos que comercializam o leite do que os produtores (Barham, Khaskheli,
Soomro & Nizamani,2014). Em outro estudo Barham e colaboradores encontraram essas
substancias nos leites submetidos ao teste detergente (32%), aclcar (22%), soda caustica
(20%), farinha de arroz (17%), cloreto de sodio e leite desnatado (15% cada), perdxido de
hidrogénio (13%), amido (12%), formaldeido (11%), e ureia 6leo vegetal (10% cada), acido
borico (8%), sulfato de amonio (6%), glicose (5%), sorbitol (4%), e farinha araruta (1%)

Para investigar diferentes adulterantes e seu impacto sobre as caracteristicas do leite
comercializado foram analisadas um total de 80 amostras de leite cerca de 20 amostras de
leite de cada o produtor de leite, leite coletor, vendedor de leite, e lojas de leite da cidade de
Badin, Paquistdo foram analisadas para varios adulterantes, incluindo a agua, leite em po
desnatado, neutralizadores e agentes espessantes. A aguagem foi encontrada nas seguintes
porcentagens de amostras, respectivamente para produtores (60%), coletores (53,5%),
fornecedores de produtos lacteos (62,7%) e lojas de leite e derivados (56,9%). Nos aspectos

fisico-quimicos as amostras nao conseguiram atingir o nivel minimo de gordura exigido
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6,1%, assim como o teor de proteina media presente na amostra de leite controle. A utilizacao
de agua de procedéncia desconhecida demonstrou alteracdes nas caracteristicas quimicas das
amostras somente ndo alterando o seu teor de lactose (Soomro et al, 2014).

Estudo realizado por Faraz e colaboradores (2013) coletaram sessenta amostras de
leite ndo transformadas obtidas em cantinas de instituicGes de ensino particulares e publicas

para deteccdo diferentes adulterantes.

Quadro 2: Resultado de anélise realizada em leite coletado em escolas de rede publica e

particular em Faisalabad no Paquistéo.

Amostras Rede Particular Rede Pdblica
Aguagem 97% 93%
Ureia 63% 87%
Formaldeido 23% 27%
AcuUcar 87% 97%
Peroxido de Hidrogénio - 3%

Fonte: (Faraz, Lateef, Mustafa, Akhtar, Yagoob & Rehman, 2013).

Segundo a Tabela 2 foram encontradas respectivamente nas escolas particulares e
publicas em 97 % e 93% agua no do leite como principal adulterante, foi relatado também
uréia em 63 % e 87 %, 23 % e 27 % de formaldeido das amostras, aglcar em 87% e 97 % e
peréxido de hidrogénio encontrado em 3 % das amostras de locais publicos. Indicativo de
falta de higiene e boas praticas foram a presenca de terra em 67% das amostras resultando em
aumento do residuo mineral fixo e consequentemente a quantidades de cinzas insollveis
(Faraz, Lateef, Mustafa, Akhtar, Yaqoob & Rehman, 2013).

2.3.3. China

Na China os escandalos envolvendo adulteracdo de leite sdo recorrentes envolvendo
notorios incidentes com esse alimento. Nas Ultimas trés décadas foi observado um aumento
da producéo de leite e o consumo de férmulas infantis. O aleitamento materno € o método
mais adequado para a nutricdo lactentes e infantes (Gartner, Morton , Lawrence , Naylor ,

O’Hare & Schanler, 2005). O leite materno contém todos os nutrientes como proteinas,
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gorduras e carboidratos necessarios para o desenvolvimento do recém nato. Até a metade do
século passado a amamamentacdo era obrigatdria até no minimo por 12 meses (Zhao, Niu,
Xu, Garrett & Greiner, 2003). A amamentacdo também € importante no processo de
imunizagdo passiva do recém-nato estimulando assim o sitema imunoldgico do mesmo
(Hanson, 1998). Sendo assim o mercado de formula infantil era inexistente e nao existiam
outras alternativas disponiveis. Atualmente a China tornou-se 0 maior mercado da formula
infantil no mundo. Um recente relatério mostrou que o consumo desse alimento esta
crescendo rapidamente, com uma taxa anual de 20% ao ano, a populagdo chinesa consome
um quarto da férmula infantil produzida no mundo (UBIC,2014). A alimentacdo exclusiva
com leite materno tem se tornado escassa pois menos de 30% dos beb&s com menos de 6
meses obtiveram essa fonte de nutricdo de forma exclusiva numa pesquisa realizada na China
central e ocidental. A utilizacdo da formula infantil foi uma das raz6es mais comuns para nao
somente alimentar o recém-nato com leite materno (Guo , Fu , Scherpbier , Wang , Zhou &
Wang, 2010).

Produtores inescrupulosos com objetivo de obter maiores lucros ao observarem essa
tendéncia de mercado comecaram a produzir formulas lacteas de baixa qualidade gerando
uma adulteracdo economicamente motivada (AEM). Em 2004, cerca de 200 criangas chinesas
sofreram de desnutricdo grave e 13 morreram depois de terem consumido féormula infantil,
que teve praticamente nenhum valor nutritivo (Handford, Campbell & Elliot, 2015). Esse
incidente ficou conhecido como "doenca da cabeca grande”, por que a cabeca dos bebés
tornou-se desproporcional aos seus corpos. Investigacdo revelou 45 de marcas de leite em pd
estavam ndo conformes e outras 10 falsificadas a venda nos supermercados em Anhui, uma
provincia de China. Embora nos testes ndo fossem encontradas substancias tdxicas nos
produtos, grande parte delas ndo cumpriam os padrdes nutricionais. Analise de uma férmula
descobriu que continha apenas um sexto da quantidade diaria recomendada de proteina e
outros nutrientes que sao necessarios para o crescimento e desenvolvimento adequados dos
lactentes, alguns minerais como ferro ndo estava presente (Handford, Campbell & Elliot,
2015). Os fabricantes e atacadistas da formula infantil envolvida foram condenados pela
morte de criangas. Devido uma repressao nacional sobre violagdes do alimento seguro (Grace
2004).

Em 2008 outro escandalo relacionado a leite adulterado veio a tona quando um jornal
local divulgou que 14 criangas foram diagnosticadas com célculo renal. Este surto incomum
foi ligado a formula infantil contaminada, sendo um dos maiores escandalos relacionado a

seguranga alimentar da histéria contemporanea, causando preocupagdo internacional.
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Investigada pelas autoridades locais foi descoberto que a Sanlu® utilizou-se de leite em pé
contaminado com melamina, um reagente de uso industrial normalmente utilizado em
revestimentos, colas, pratos e utensilios de cozinha (Litao e Seng 2008).

A melamina é altamente nitrogenada e foi adicionada ilegalmente ao leite diluido com
agua para simular aumento do seu contetdo proteico (Xiu e Klein 2010). O teor de nitrogénio
é rotineiramente utilizado para quantificar os niveis de proteina em leite, portanto, € um
indicador de qualidade do leite. Em 11 de setembro de 2008, o governo chinés anunciou um
recall da férmula infantil da Sanlu Dairy Company®, que na época foi um dos maiores
produtores de leite da China, porém mais tarde foi pesquisado que a formula infantil de 22
empresas de laticinios apresentou melamina em seus produtos (Chen, 2009). Dentro de dias,
foi relatado que mais de 54000 criancas ficaram doentes e quatro tinham morrido devido a
danos renais depois de ter consumido produto contaminado por melamina (Xiu e Klein 2010).
Quando chegou ao publico o conhecimento de que outros produtos lacteos, incluindo o leite,
sorvete e iogurte também continham melamina. Consequentemente a Organizacdo das
Nacdes Unidas emitiu um alerta internacional, levando os outros paises a proibirem as
importagdes de produtos lacteos chineses. A Unido Européia proibiu todos os alimentos de
origem chinesa para bebés, enquanto a Franca tomou uma posicdo mais severa, proibindo
todos os alimentos que continham leite produzido na China, como uma medida de precaucéo.
Um total de 24 outros paises na Asia, América do Sul e Africa proibiu a importagdo de
produtos lacteos chineses (Parry, 2008).

O panico se espalhou quando foi revelado que Empresa Sanlu Dairy® estava ciente do
problema durante meses sendo que, possivelmente, no ano de 2007, permitiu que cerca de
900 milhdes de toneladas de leite toxico deixassem suas fabricas de lacticinios para serem
comercializado (Handford, Campbell & Elliot, 2015; Xiu & Klein 2010). Foi sé quando seu
parceiro na Nova Zelandia, Fonterra Cooperative Group Ltd. interveio que a producéo
finalmente foi encerrada. Fonterra® notificou funcionarios do governo chinés sobre o
problema pedindo a apreensdo do leite em pd produzido pela Sanlu na China. O perfil
toxicoldgico da melamina e seus compostos relacionados ndo sdo totalmente conhecidos
(Moore, Spink, Lipp, 2012). O mecanismo de toxicidade de melamina sugerido é a nefropatia
causada pelo aumento de acido Urico em seres humanos, onde os cristais obstruem os tabulos
renais, resultando em insuficiéncia renal aguda (Skinner, Thomas & Osterloh, 2010)

Desde que o escandalo de melamina em 2008, muitos paises chineses tornaram-se
preocupados com a seguranca da formula infantil produzida nacionalmente. De acordo com a

Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o leite em pd contaminado com melamina e produtos
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lacteos relacionados causou a morte de pelo menos seis criancas, € mais de 51.900 lactentes e
criancas jovens foram hospitalizadas com problemas renais (WHO,2013). Em 2011
preocupacdes sobre a seguranca das férmulas infantis voltou a ser discutida com a descoberta
da prética de adicdo por alguns fabricantes de proteina hidrolisada de couro, derivada de
cortes de couro nao utilizados pela inddstria nos produtos lacteos chineses para aumentar de
forma artificial o teor de proteina (Centre for Food Safety,2013).

Ap0s escandalo do leite contaminado com melamina na China, uma outra substancia
toxica de dificil deteccdo em lacteos foi encontrado em amostras analisadas em 2011. A
presenca da proteina de couro hidrolisada em produtos lacteos foi relatada, agravando
preocupacOes publicas sobre a seguranca dos alimentos chineses. Esse produto protéico de
baixo valor nutricional e econémico € adicionado ao leite pelos produtores inescrupulosos
para aumentar o teor de proteina aparente, camuflando a diluicdo por agua. Esta pratica ilegal
fornece menos riscos do que a adicdo de melamina, mas ainda apresenta problemas em
relacdo ao seu consumo por conta de produtos quimicos nocivos como o acido sulfurico que
podem ser utilizados no processo de extragdo. O Center for Food Safety rotineiramente
realiza testes em produtos lacteos para deteccdo de proteina de couro hidrolisada e melamina
também, realizando assim um programa de vigilancia. (Center for Food Safety,2011;
Montague-Jones, 2011).

2.3.4. Brasil

O répido desenvolvimento do mercado de lacteos na Gltima década no Brasil
promoveu um ambiente favoravel para a adulteracdo em alimentos. Isso ocorreu devido o
aumento do consumo de produtos a base de leite aliado ao crescimento da populacdo
brasileira, o aumento da renda e mudancas nos habitos alimentares. Outra mudanca
importante para a comercializacdo de leite foi a transformacdo dos supermercados em pontos
de distribuicdo; essa modificacdo foi motivada principalmente pela entrada para o mercado
do leite que sofreu o processo chamado ultra high temperature (UHT). O leite UHT veio para
trazer conforto e conveniéncia para as necessidades consumidores (Nahmias, 2008).

O caso Parmalat S/A uma multinacional italiana e lider mundial no setor de leite e
responsavel pela popularizacdo do leite UHT. No ano de 2007 fatos muito importamtes
ocorreram no mercado brasileiro de laticinios: os precos da maioria dos produtos lacteos
tornaram-se muito altos, falta de supervisdo da industria por oOrgdos fiscalizadores, com
apenas um terco do leite produzido no Brasil era inspeccionado pelas autoridades e a

industria de laticinios do Brasil foi atingida por uma crise inesperada quando a noticia dos
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escandalos de fraude no leite comerciaizado chegou ao conhecimento dos consumidores
(Ferreira, 2014) (Handford, Campbell & Elliot, 2015).

No Brasil, os leites das fazendas de gado leiteiro sdo vendidos por cooperativas,
que pertencem e sdo administradas por fazendeiros produtores de leite. Em 2007, a Policia
Federal flagrou duas cooperativas de laticinios no estado de Minas Gerais acusadas de
adicionar soro de leite para aumentar o volume, peroxido de hidrogénio com o intuito de
reduzir a carga microbiana e hidréxido de sodio para reduzir a acidez ao leite longa vida
integral, numa operacdo que ficou conhecida como Ouro Branco (Abrantes, Campélo &
Silva, 2014).

A Parmalat S/A, uma das maiores empresas 0 mercado lacteo brasileiro comprou
leite adulterado, porém afirma ser uma vitima. Embora ndo tenha sido diretamente
responsavel pela venda e producdo o leite, a Parmalat S/A mostrou negligéncia por nao
realizar o controle de qualidade do leite cru adquirido e, por conseguinte, sofreram as
consequéncias da fraude de leite. Este escandalo também provou como ineficiéncia dos
sistemas de inspecdo da qualidade estabelecida pelas instituicdes do governo que fiscalizam
a agroindustria visto que o leite adulterado conseguiu chegar a supermercados e ao
consumidor final. Quase imediatamente apds o escandalo atingiu as manchetes da midia o
Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) ordenou a Anvisa (Agéncia
Brasileira de Vigilancia Sanitéaria) para realizar a retirada das caixas de Tetrapak® e garrafas
de pléstico de leite envolvidas, que incluiu a Parmalat S/A, causando uma crise financeira
tanto ne empresa citada anteriormente como em outras envolvidas (Ferreira, 2014)
(Handford, Campbell & Elliot, 2015).

Os consumidores deixaram de comprar os produtos Parmalat com medo de
consumir peroxido de hidrogénio e soda caustica. Pois o escandalo sobre o leite adulterado
foi nacionalmente divulgado, com relatorios de andamento do caso na televisdo, na internet e
na imprensa, bem como grandes perdas financeiras para as empresas envolvidas e da prisao
de muitos individuos. Relatorios de fraude ilicita em leite UHT em vérias regides do Brasil
ainda foram relatados (Ferreira, 2014). Sousa (2005) afirma que a venda de produtos lacteos
inseguros a partir de leite cru é verificada em todo o territorio nacional ameacando a salde da
populacdo de uma maneira geral, e principalmente dos que possuem o sistema imunoldgico
mais fragil como criancas, idosos e imunocomprometidos (Sousa, 2005).

Estudo realizado por Souza e colaboradores em 2011, analisou um total de 100
amostras de leite UHT no Brasil para detectar adulterantes tais como amido, cloro,

formaldeido, peroxido de hidrogénio, e urina de vaca. Com a exce¢do do amido, todas as
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amostras relataram a presenca de pelo menos um adulterante. Os maiores valores de néo-
conformidades foram encontrados para a urina (55%) e formaldeido (44%), seguido por
peroxido de hidrogénio (30%) e cloro (12%). Além disso, o presenca de cloro indica uma
falta de lavagem e higiene no equipamento utilizado na ordenha (Souza et al,2011).

Em 2014, ja foi deflagrada a chamada Operacdo Leite Adulterado I e I, no estado
de Santa Catarina, e o 11l envolvendo os estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul, com
0 objetivo de investigar e punir os envolvido em adulteracéo de leite (Brasil, 2014). Segundo
a Instrucdo Normativa 62 do MAPA devem estar ausentes neutralizantes da acidez e
reconstituintes de densidade no leite cru refrigerado que dara origem aos outros tipo de leite

como pasteurizado padronizado (Brasil,2011).

2.4. RMN de Baixo Campo

A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) como todas as formas de espectroscopia,
trata-se da interacdo da radiacdo eletromagnética com a matéria. Porem, 0 RMN diferencia-se
da espectroscopia Optica em varios aspectos fundamentais, tais como: primeiro, a separacao
entre os niveis de energia AE= yIhBo e um resultado da interacdo do momento magnético | de
um nacleo atbmico com um campo magnético Bo aplicado; segundo, a interacdo é com a
componente magnética da radiacdo eletromagnética em vez da componente elétrica. Na
figura 9 esta ilustrado o espectrometro de ressonancia magnética nuclear (Tavares & Silva,
2011).
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Figura 9: Esquema do Espectrdmetro de Ressonancia Magnética Nuclear

A Ressonancia Magneética Nuclear (RMN) é capaz de analisar amostras empregando

equipamentos de alta e baixa resolucéo, permite avaliar as amostras em seus estados fisicos e
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a analise de diferentes nucleos, possibilita ainda a utilizacdo de um conjunto de técnicas nao
destrutivas que informam tanto sobre a estrutura quimica quanto a dinamica molecular
(Tavares & Silva, 2011).

De acordo com essas caracteristicas da RMN, as analises do nucleo de hidrogénio sao
fundamentais para o estudo de diferentes sistemas por meio da analise da dindmica
molecular. Os processos de relaxacdo relacionam o tempo necessario para que 0S sSpins
nucleares retornem ao seu estado fundamental apos a liberagcdo da energia absorvida quando
do fendmeno da RMN (de Oliveira, Tavares, Silva, Lima e Neto, 2015). Os processos de
relaxacdo sdo de dois tipos: relaxacédo spin-rede e o processo de relaxacdo spin-spin que estao
demonstrados na figura 10.

A relaxacdo spin-rede também é chamada de longitudinal e esta relacionada ao
retorno da populacdo de spins ao seu equilibrio térmico, a este processo de relaxacdo esta
associada uma constante de tempo, T1, este € um processo entalpico e a transferéncia de
energia dos spins é doada indiscriminada para a rede, sendo transformada em movimentos
rotacionais e translacionais na molécula. A medida do tempo necessario para que ocorra essa
relaxagdo fornece informagdes sobre a presenca de dominios de mobilidades diferentes,
homogeneidade, miscibilidade, interacdo entre componentes, entre outros (de Oliveira,

Tavares, Silva, Lima e Neto, 2015).

Fendémeno de Relaxacao

— EE— para rede
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Figura 10: Fendémeno de Relaxacdo Longitudinal T e Transversal T»

A relaxagdo transversal, também denominada spin-spin, possui constante de tempo

T2 e esté relacionada ao decaimento do sinal de ressondncia. Neste processo de relaxacéo
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ocorre a transferéncia de energia de um spin para outro spin muito proximo. A relaxacao
T, esta relacionada tanto ao DLI (Decaimento de Livre Indugéo) quanto a largura dos sinais
no espectro. Se o DLI for curto, ou seja, com decaimento rapido, o T» correspondente sera
curto e os sinais obtidos serdo largos, o que é o caso de materiais sélidos. E, de forma
analoga, obtendo-se um DLI largo, que tera decaimento lento, o T serd longo e seus sinais
correspondentes serdo finos. Assim, amostras que possuem reticulacdo sdo rigidas, e irdo
apresentar sinais muito largos. As amostras cristalinas, devido a isotropia obtida pela
orientacdo, irdo apresentar sinais mais finos, em comparagdo a amostras amorfas
(anisotropicas). As amostras que possuem ligacGes hidrogénio terdo um aumento na largura
do sinal, devido a menor mobilidade molecular, restricdo de movimentos, que essas
interagBes proporcionam a molécula (de Oliveira, Tavares, Silva, Lima e Neto, 2015).

A RMN é uma espectroscopia que analisa 0 comportamento do spin nuclear perante a
acdo de um campo magnético externo e forte. Esta técnica permite analisar diferentes nucleos
de uma amostra, empregando uma sequéncia de pulsos especifica. Sua aplicacdo mais
conhecida envolve os espectrometros de alto campo, 0s quais sdo muito sensiveis e baseiam-
se nas diferencas de deslocamentos quimicos. Equipamentos de baixa resolu¢do em baixo
campo vém sendo utilizados, com éxito, para informar sobre a morfologia, a interface
quimica e dindmica do nanocompdsito, assim como a interacdo entre 0os componentes do
material, forma de dispersdo, homogeneidade e tipo de reacdo quimica (Brito & Tavares,
2013).

Atualmente as atividades de controle de qualidade do leite incluem prevencdo de
adulteracBes do produto in natura (Abrantes, Campélo & Silva, 2014). Segundo Zhang e
colaboradores, é necessario introduzir algum método de deteccdo sensivel e preciso na
rastreabilidade de alimentos no intuito de prevenir e verificar fraudes em produtos (Zhang,
Zhang, Dediu & Victor, 2011) Ressonancia Magnética de Imagem (RMI) é uma técnica
tradicionalmente utilizada na area de medicina diagnostica para investigar a estrutura de
tecidos moles, como uma ferramenta para diagndstico clinico e surgiu a partir da utilizacéo
de radiofrequéncia, semelhante as ondas de radio atingindo as estruturas internas de tecidos
humanos. Mesmo assim, o RMI provou ser uma ferramenta analitica forte para a engenharia
de investigagdo, bem como, devido a sua precisao e versatilidade.

A ressonancia magnetica de imagem (RMI) pode ser utilizada na caracterizacdo de
muitos sistemas bioldgicos e ndo bioldgicos (d’Avila, Powell, Phillips, Shapley, Walton,
Dungan, 2005). O instrumento utilizado para 0 RMI é um grande tubo, chamado Magneto,

aberto em ambas nas extremidades, que emite ondas de radiofrequéncia, que serdo captados e
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transformados em imagens por computador imagens bidimensionais ou tridimensionais que
mostram areas com propriedades fisico-quimicas diferentes (por exemplo, teor de umidade)
com diferentes contrastes (d’Avila, Powell, Phillips, Shapley, Walton, Dungan, 2005)
(Hashemi, Bradley & Lisanti 2010).

Relaxometria de RMN H!, por outro lado, ndo necessita gradientes, exceto para
medidas de difusdo. Utiliza impulso de radio frequéncia (RF), a fim de criar uma perturbacéo
temporaria em uma amostra colocada em outro campo magnético estatico. A relaxagdo do
sinal excitado é monitorada e vérias informagdes podem ser obtidas (Hashemi, Bradley &
Lisanti 2010). Nessa técnica € possivel diferenciar sinal proveniente dos diferentes ambientes
quimicos onde o proton esta localizado, por exemplo: organelas celulares e mobilidades
diferentes da agua nos compartimentos de géis hidrofilicos.

A natureza ndo invasiva e nao destrutiva de ambos os métodos permite a coleta de
dados qualitativos e quantitativos sobre as propriedades fisicas e quimicas de diferentes tipos
de amostras. O uso da relaxometria € popularmente aplicado a pesquisa em alimentos
(Cornillon & Salim, 2000).

O principio basico por trds das técnicas é o magnetismo nuclear. O mesmo emerge do
momento magnético resultante. A fim de obter uma rede momentanea de magnetizacao
nuclear, o ndcleo deve conter um numero impar de nucleons ou seja spin 1>1. Para 0s
experimentos, qualquer elemento com um nimero impar de ndcleons pode ser utilizado. No
entanto, é preferido na maior parte dos estudos em alimentos o hidrogénio. Isso se deve a
abundancia natural do is6topo de hidrogénio *H ser de 99,99%, ampla presenca em amostras
organicas (presenca na agua e 6leo), e alta sensibilidade a ressonancia magnética (H* da o
maior sinal) (Konez, 2011). No caso do RMN baixo campo (geralmente até 0,54 T) estuda-se
a relaxacdo da populacdo de um determinado nucleo de maior abundancia isotdpica (Song,
2009).

2.4.1. RMN de Baixo Campo e Aplicabilidade

Muitos processos de fabricacdo utilizam-se do processamento através do sistema de
fluxo continuo. Inserir na linha de producdo um método analitico ndo invasivo continuo para
o controle de processo e qualidade. Por exemplo, em um processo quimico, moléculas
diferentes podem ser produzidas em diferentes fases da producdo o que seria extremamente
atil para determinar a composi¢do quimica em tempo real e integracdo dos dados com o

sistema de controle do processo a fim para aperfeicoar o processo. Na producédo de alimentos
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é importante examinar desde a matéria-prima até o produto final, por exemplo, por seu
conteudo de agua, lipideos e aclcar. A Espectroscopia de RMN é amplamente utilizada na
analise de produtos quimicos, bioldgicos e de outros materiais e eles certamente estdo sendo
utilizados para a anélise de produtos em producdes por batelada (Song, 2009). No entanto,
por causa do tamanho volumoso, alto custo e complexidade de operacdo e manutencao,
raramente é utilizada como um sistema de controle de processos em linha.

O RMN de alto campo quando integrado ao sistema de producdo pode também
apresentar um perigo para 0 ambiente de trabalho tornando dificil e dispendioso sua
manutencdo. Em contraste, um sistema de RMN de baixo campo é muito mais flexivel,
relativamente baixo custo e pode ser personalizado para uma analise em linha de producéo. O
campo magnético inferior torna dificil realizar uma analise de deslocamento quimico, no
entanto, € muito Util para a analise de relaxacdo e difusdo. Os produtos lacteos podem ser
considerados como um sistema de suspensao coloidal de glébulos de gordura em agua, sendo
a dgua a fase continua. Como resultado, as medicdes de relaxacdo e difusdo podem ser Uteis
para quantificar a microestrutura interna de tais sistemas onde a difusdo de moléculas de dgua

e de gordura séo afetadas pela presenga da suspensao (Song, 2009).

2.4.2. RMN de Baixo Campo e Adulteracdo em Alimentos

Estudo recente realizado por Santos e colaboradores (2016) foi examinar a viabilidade
da aplicacio do RMN H! combinada com analise multivariada para identificar e quantificar a
adulteracdo de leite pela adicdo de agua da torneira, soro de leite, leite sintético, uréia e
peroxido de hidrogénio. De acordo com o banco de dados de fraude alimentar desenvolvido
por membros da Food Ingredients da Convencdo Pharmacopeia US Intencional Adulterants,
o leite € um dos alvos mais comuns de adulteracdo e o principal problema para a industria de
lacticinios (Moore, Spink, & Lipp, 2012).

O estabelecimento de um método rapido pode ter uso pratico na industria de laticinios
para a inspecdo da autenticidade do leite. Este € o primeiro estudo que demonstrou a
viabilidade de RMN de baixo campo para detectar e quantificar a adulteracdo de leite de
forma rapida, ndo destrutiva e ndo invasiva. Isto significaria que a possibilidade de utilizar
1H TD-RMN para medir a adulteracdo de leite sem qualquer preparacdo de amostra e através
da embalagem de leite (Santos, Pereira-Filho, Conalgo, 2016).

Zhu e colaboradores (2017) realizaram estudo onde foi pesquisada a adulteracdo de

6leo de amendoim com outros 6leos vegetais de baixo valor comercial e 6leos de amendoim

27



falsificados utilizando RMN de baixo campo. Além disso, foi utilizada quimiometria para a
analise qualitativa de 6leo de amendoim adulterado com dleos vegetais de baixo custo. Os
6leos vegetais incluidos no estudo foram 6leo de amendoim, 6leo de soja, 6leo de canola, e
6leo de palma (Zhu, Wang & Chen, 2017).

A técnica de RMN H! pode ser uma ferramenta muito promissora para detectar de
forma rapida e simples a adulteracdo de éleos de amendoim, mostrando vantagens em relacédo
a outros processos de extracdo e purificagdo que consomem tempo. Além disso, oferece um
grande potencial para a triagem de outros tipos de 06leos utilizados em misturas de 6leo de
amendoim in situ (Zhu, Wang & Chen, 2017).

Os azeites de oliva extra virgens sdao produzidos a milhares de anos em paises do mar
mediterraneo, sua qualidade esta ligada a sua origem geografica, bem como aos métodos de
processamento. A Unido Europeia tem regras muito rigidas associadas a rotulagem de azeites
em termos do método regido de producdo e producdo especifica. Devido aos precos do
mesmo serem altos, o ato fraudulento de rotular de forma errénea e a adulteracdo do produto
em si ocorrem com muita frequéncia. Embora varios métodos analiticos ja existam para a
deteccdo de adulteracdo em azeite de oliva extra virgem, RMN de baixo campo mostra-se
efetivo na verificacdo da autenticidade com base na sua origem geografica (Alonso-Salces,
Moreno-Rojas, Holland, Reniero, Guillou & Heberger, 2010). Para fins de aumentar a
confirmacéo outras andlises tém sido realizadas em azeites de oliva extra virgens, incluindo
H!, C3 e/ ou analises de RMN de P3, fracdo insaponificavel de compostos fendlicos na
fraccdo polar (Alonso-Salces, Holland, Moreno-Rojas, Mariani, Bellan & Reniero, 2010;
Christophoridou, Dais, Tseng, & Spraul, 2005).

Outros estudos também estdo sendo realizados e demonstrando a eficiéncia do RMN
de baixo campo na pesquisa de adulteracdo de alimentos como uma ferramenta rapida,
simples e eficaz para ser amplamente utilizado no controle de qualidade de alimentos e
medidas de propriedades de material. A relaxacdo spin-rede (T1) e relaxacdo spin-spin (T2)
sdo dois parametros importantes No RMN de baixo campo que representam duas
caracteristicas de relaxacdo protons. Atualmente, T esta sendo usado com mais frequéncia
devido sua maior sensibilidade e pode fornecer mais informagdes sobre o tempo de relaxacao.
Baseado na mobilidade e distribuicdo de protons de hidrogénio presentes na agua e nos
acidos graxos (Todt, Guthausen, Burk, Schmalbein, & Kamlowski, 2008), diferentes tipos de
prétons como aqueles vinculados em &gua livre ou na agua ligada, ou prétons pertencentes
aos carboidratos, lipidios e proteinas (Bluemich, Casanova, & Appelt, 2009) podem ser

distinguidos. Este método também foi usado para estudar a mobilidade de 4gua em bebidas
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fermentadas a base de leite (Salomonsen, Sejersen, Viereck, Ipsen, e Engelsen, 2007;
Saragusty & Arav, 2011), musculo de pescado apos diferentes condi¢cdes de congelamento e
armazenamento (Miklos, Cheong, Xu, Lametsch, & Larsen, 2015), e o grau de secagem e
qualidade de carne de frango tipo jerky (Sanchez-Alonso, Moreno, & Careche, 2014). Além
disso, 0 RMN de baixo campo proporciona uma poderosa ferramenta para avaliar a qualidade
do oleo utilizado em fritura, e existe uma boa correlacdo entre o total de compostos polares,
viscosidade e parametros analisados no RMN (Shen et al., 2013). No entanto, tem havido
poucos estudos sobre a medigcdo de adulteracdo de 6leo comestivel, utilizando medidas de
relaxacdo em RMN de baixo campo. Estudo de Zhang, Saleh, e Shen demonstrou que a
tecnologia de ressonancia citada pode ser uma ferramenta Gtil para detectar a adulteracdo de
6leos comestiveis com 6leo de fritura. Eles descobriram que as distribuicGes de T entre o
6leo ndo exposto a processo téermico e o utilizado na fritura sdo diferentes e isto pode ser
atribuido aos produtos poliméricos produzidos durante o processo de aquecimento da

gordura.

2.4.3. RMN de Baixo Campo e Produtos Lacteos

A maioria dos produtos alimentares pode ser considerada como sendo mistura de
varios componentes sendo a agua um dos principais constituintes. Por exemplo, produtos
lacteos sdo principalmente uma mistura de gordura e dgua com algumas macromoléculas
(caseinas alfa-s1, alfa-s2, beta e capa-caseina) e carboidratos (lactose) dissolvidos na fase
aquosa e fase lipidica. Essa Ultima citada consiste principalmente em triglicérides que estdo
contidos em pequenos glébulos de poucos microns em suspensdo na fase aquosa (Song,
2009).

No leite ndo processado, os glébulos de gordura exibem uma ampla gama de
tamanhos, 1-10 uM e que estdo sob a forma de uma emulsdao com as maiores que tendem a
separar-se da fase aquosa que forma uma pelicula na parte superior do leite. O processo de
homogeneizacdo amplamente utilizado reduz a distribuicdo de tamanho de gordura
significativamente para cerca de 2-3 uM conferindo uma maior estabilidade ao alimento. A
gordura do leite é apenas uma pequena percentagem em volume ou peso em leite e o
percentual aumenta progressivamente em leite concentrado, creme, iogurte, queijo e manteiga
(Song, 2009).

Para os produtos com maior teor de gordura, tais como queijos, eles mantém uma fase

aquosa continua. Neste modelo, a difusdo de moléculas de gordura € limitada dentro dos
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globulos de gordura. No entanto, a estrutura coletiva dos glébulos de gordura é refletida na
diminuicao da constante de difusdo da dgua, como € 0 caso para outros suportes porosos, tais
como rochas. Como resultado, a teoria de meios porosos pode ser Util para caracterizar a
microestrutura dos produtos lacteos através das interpretacbes do RMN (Song, 2009).

Além de propriedades de difusdo, a relaxacdo de protons e rotacdo na molécula de
agua num produto lacteo é afetada principalmente pela caseina, umas das proteinas mais
abundantes. Dependendo da preparacdo dos produtos lacteos, as proteinas da caseina podem
estar presentes sob a forma de micelas (leite) ou como uma rede continua porosa (queijo), e
séo, portanto, um parametro chave no controle da consisténcia e das propriedades mecanicas
(Song, 2009).

RMN foi usado durante muitos anos na industria de alimentos para proporcionar uma
medicdo do teor de gordura. O método baseia-se no decaimento rapido T> dos protons da
gordura em contraste com o decaimento mais lento dos 6leos. O valor de T para prétons em
gordura é da ordem de 100 uS, demonstrando que o RMN de baixo campo é uma
metodologia que atende as necessidades da indUstria alimenticia (Song, 2009).

McGee (2004) mostrou em seu trabalho que as técnicas de difusdo do gradiente de
magnetismo sdo capazes de diferenciar sinais de gordura e agua, a fim de proporcionar uma
melhor caracterizacdo dos produtos lacteos. Desde a relaxacdo até a difusdo essas medicoes
ndo requerem um campo magnético alto e com boa homogeneidade, esta técnica abre uma

nova oportunidade para aplicagdes de controle de processo (McGee, 2004).
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3. Objetivo

3.1. Objetivo Geral

Analisar leite bovino adulterado com formaldeido em Ressonancia Magnética Nuclear
de baixo campo comparado a analise colorimétrica.

3.2. Objetivos Especificos

e Avaliar a variacdo do tempo de relaxacdo dos parametros de Ressonancia Magnética

Nuclear de baixo campo em relagdo a concentracao de formaldeido.

e Utilizar ferramentas quimiométricas para correlacdo entre os parametros de RMN de
baixo campo e determinacdo de cor instrumental.
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4. Materiais e Métodos
4.1. Amostras

Dois litros de leite cru foram obtidos de um pequeno produtor rural localizado em
Guadalupe no Rio de Janeiro e transportados sob refrigeracdo (aproximadamente 5°C) ao
Instituto Federal de Ciéncia e Tecnologia do Rio de Janeiro (IFRJ), Campus Rio de Janeiro.
As amostras foram acondicionadas no laboratorio de alimentos e imediatamente adulteradas
com formaldeido 35% (v/v) estabilizado com 10% de metanol gerando as seguintes
concentragdes: 0%, 1,75%, 5,25%, 8,75 %, 12,25 %, 17,5% e 21% (v/v), sendo as amostras
mantidas sob refrigeracdo por 48 horas mantidas entre 0-4 °C (Santos, Pereira & Conalgo,
2016).

De acordo com a legislacdo vigente, o tempo transcorrido entre a ordenha inicial do
leite e seu recebimento no estabelecimento que vai beneficia-lo (pasteurizacdo, esterilizacao,
etc.) deve ser no maximo de 48h sendo que a temperatura de acondicionamento e transporte
do leite cru refrigerado deve ser de no méaximo 4°C e 7°C, respectivamente (Brasil, 2011).

Dessa forma, todas as analises (cor instrumental e ressonancia magnética nuclear de
baixo campo) foram realizadas durante o periodo de estocagem, a saber 0 h e 48h. Todo o

experimento foi repetido duas vezes, sendo as analises realizadas em triplicata.

4.2. Determinagéo da Cor instrumental

A mensuracdo da cor foi realizada em trés determinacOes separadas de cada
tratamento de leite adulterado a 7+2 °C nos tempos Oh e 48h, utilizando um colorimetro
portatil (CR-410, Minolta Sensing Konica, Inc., Téquio, Japao).

As coordenadas L*, a* e b* foram obtidas através da escala CIE, em que L*
determina medida de luminosidade, a* a variacdo de verde (-) para vermelho (+) e b* de azul
(-) para amarelo (+), utilizando o iluminante D65 e observador em 10°. O indice de brancura
(IB) foi calculado a partir da equacdo 1 (Balthazar et al, 2015), enquanto o indice de

amarelecimento pela equacédo 2 (Patharw, Opara, & AL-Said., 2013), respectivamente:

Eq.l : 1B = 100 — [(100 — L*)? + a*?+ h*?]/2

Eq.Il: IA=142,86 b*/L*
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4.3. Ressonancia Magnética Nuclear de baixo campo

A ressonancia magnetica nuclear de baixo campo foi mensurada no Laboratorio de
Solucdes em Relaxometria do Instituto de Macromoléculas Professora Eloisa Mano na
Universidade Federal do Rio de Janeiro por espectrometro de baixo campo a 23.4 MHz para
prétons (MARAN Ultra 0.54 T) com duracdo de pulso 90° de 7,5 ps, com o tempo entre 0s
ecos de 600 us e tempo de reciclagem de 10 s. Trés tubos para cada tratamento foram
preparados a temperatura laboratorial (20°C). Os tubos possuiam diametro de 18 mm por 20
mm de altura. Antes da analise, os tubos eram equilibrados termicamente em uma probe a 28
°C. As medidas de tempo de relaxacdo transversal (T2) foram realizadas utilizando-se Carr-
Purcell-Meiboom-Gill (CPMG) [p90x — t(p180y - t)n]. Os valores de T2 foram encontrados a

partir do ajuste dos pontos do sinal de decaimento, com base na equacéo abaixo:

Eq.111: M(t) = Moexp (-t/T2)

Onde refere-se a disponibilidade de agua (ligada, intersticial ou livre). As curvas
originadas da leitura das amostras em TD-NMR foram tratadas com o software de ajuste dos

pontos: Originlab OriginPro e o software de Transformada Inversa de Laplace foi o0 WinDXP.

4.4. Analise Estatistica

Os parametros de analise de cor instrumental e da ressonancia magnética nuclear de
baixo campo foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e comparacdo entre médias
conduzidas pelo teste de Tukey a p < 0.05 (Granato, de Aradjo Calado & Jarvis, 2014) para

cada tempo analisado a saber O e 48 horas.

As andlises quimiométricas realizadas foram analise de componentes principais e
regressao por minimos quadrados parciais (Cruz et al., 2013; Matera et al., 2014) sendo
realizadas para cada tempo de anélise, O e 48 horas considerando os valores médios de cada
parametro.

Para cada analise, foi elaborada uma matriz de dados composta de sete linhas e cinco
colunas, onde as linhas representadas as amostras de leite adulteradas com os diferentes
percentuais de formaldeido e as colunas representam os valores médios dos parametros da
ressonancia magnetica nuclear de baixo campo (tempos de relaxacdo). A variavel indice de
brancura (IA) foi considerada variavel suplementar. Antes da realizagdo das analises foi
realizado o auto-escalamentos dos dados, a fim de todas as varidveis auto-escaladas antes da

realizacdo da analise.
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A regressdo por minimos quadrados parciais (PLRS) foi igualmente realizada em
ambos os tempos, 0 e 48 horas. Nesse caso, 0 indice de brancura foi considerado variavel
dependente e os pardmetros obtidos com a ressonancia magnética de baixo campo (tempo de

relaxagdo) foram considerados variaveis dependentes.
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5. Resultados e Discusséo
5.1. Ressonancia Magnética Nuclear de Baixo Campo

Nas analises de RMN, foi utlizado tempos entre ecos mais elevados (2*1) de 600 ps
diferindo de outros trabalhos dessa natureza (Santos, Pereira & Conalgo, 2016; Fundo et al,
2015) que utilizaram respectivamente 400 ps e 500 ps respectivamente. Esta escolha permitiu
analisar prioritariamente a fracdo mais liquida do leite, onde se encontram as populacdes de
hidrogénio da caseina e do formol. Devido a grande interacdo existente entre as duas Ultimas
moléculas citadas originando um polimero caseina-formol ou galalite que possui uma alta
rigidez e ndo se funde sob aquecimento. Segundo Upadhyay et al (2014) ja esta bem
estabelecida a reacdo quimica entre os grupamentos amino com o formaldeido, que leva
também a um aumento da acidez levando a separacdo de fases durante o armazenamento.
N&o foram encontrados registros nos quais outros constituintes sofressem interferéncia do
formol como lactose, sélidos totais, gorduras e densidade na adicdo de formol ao leite
(Upadhyay,Goyal, Kumar, Ghai & Singh, 2014). Nas concentrac¢des utilizadas de 0,3% e
0,5% segundo Upadhyay et al.(2014) ndo houve mudanca na densidade das amostras no
periodo em que foram analisadas até 48 horas ap0s adulteracdo. Entretanto a reacdo entre o
formol e a caseina que leva a formacdo de um polimero insoltuvel deve ter ocasionado

alteracOes na densidade devido as altas concentra¢des utilizadas de formaldeido.

Segundo EI-Bakry et al. (2011) cada tempo esté relacionado ao estado e a mobilidade
de agua e gordura. Os trés componentes T2,1, T2 e T23 estdo associados com a &gua ligada,
gordura e agua livre respectivamente (El-Bakry, Duggan, O’Riordan & O’Sullivan,2011;
Kirtil & Oztop,2016). A partir das curvas de relaxacdo obtidas por CPMG, foram extraidos o0s
dominios de relaxacdo através da Transformada Inversa de Laplace. Foram encontradas trés
regides de relaxacdo e cada uma esté relacionada aos constituintes do leite T 21 (dgua ligada
aos glébulos de gordura), T 2,2 (hidrogénios da caseina), T 23 (hidrogénios do soro, agua livre

e formol). Ja T» a relaxacéo transversal s&o os protons pertencentes a agua livre.
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Quadro 3. Tempos de relaxacao obtidos através da analise em RMN de leite adulterado com

formol no intervalo de 0 hora.

O hora
Amostras
T 5(ms) T »3(ms) T »(ms) T, (ms)
0% 137.0= 1.4° 0.0+0.0 ° 0.00=0.0°" 137.5+0,7°
1.75 % 171.0+0.0 ¢ 6.4+1.6"° 0.00£0.0° 173.0+0.0°¢
5.25 % 317.0+14° 7.5+0.0 " 62.35+£22.1° 395.0+15.6°
8.75 % 426,5+49°¢ 19,15+ 8.3 7 100.5+31.8° 641.5+51.6"
12.15% 489.0+4.2" 73+1.8"° 80.10+10.2° 781.020.0°
17.5% 4285+7.8° 7+27° 53,1044 ® 503.5+20.5°
21.0% 566.5£19.1° 7.2+0.0° 4917+19.7% 618.0+0.0°

* Linhas com letras distintas indicam diferenca significativa (p < 0,05).
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Quadro 4. Tempos de relaxacdo obtidos através da analise em RMN de leite adulterado com

formol 48 horas apds adicéo de formaldeido.

48 horas
Amostras
T 2(ms) T 11(ms) T 22(ms) T 1.3 (ms)

0% 170.0+0,0° 0.0£0.0° 0.0+0.0° 170.5£0.7"
1.75 % 163.0+£14° 8.75+£35° 0.0=00° 168.0=7.1°
5.25% 343.5+12.0° 50%0.0° 62.5=10.0° 4550007
8.75 % 398,0+2.8° 7.5+0.6° 61.85+45"° 540,5+0,0
12.15% 465.0+42° 7.5+3.9° 7571247 695.0=0.0°
17,5% 408,5£92° 7.5£16° 69.0+28° 503.5=205"
21.0% 429.5+318° 6.5+08"° 61.6+7.6° 4630+ 0,0

* Linhas com letras distintas indicam diferenca significativa (p < 0,05).

O aparecimento do dominio intermediario T 22 ocorre devido o aumento da
concentragdo de formol e a consequente separacdo de fases favorecido pela formagdo do

polimero caseina-formol em ambos os sistemas analisados O horas e 48 horas. Com a maior
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formacdo de soro o tempo de relaxagdo T 2,3 aumenta denotando assim o aumento de agua
livre. Desta forma é possivel correlacionar a taxa de relaxacdo transversal (1/T2) das amostras
com a concentragdo do adulterante como pode ser observada na figura 9 (R? = 0,98). Pois as
modificacbes na mobilidade da &gua e gordura durante a coagulacdo que levam a separacdo
de fases levam a modificacBes nos tempos de relaxacdo T», como pode ser observado nos
Quadros 3 e 4 onde o aumento do tempo acompanhou 0 aumento das concentracfes de

formol.

l 1/T, = 5,58"exp(-F/3,96)+1,88
64 R®=0,98

1T, (s

o 5 10 15 20 25
Fomol (%)
Figura 11: Grafico de relacdo entre os valores de 1/T. e o percentual de formaldeido das

amostras de leite adulterado

Para ambos o0s sistemas, nota-se uma separacdo visivel de fases a partir de
aproximadamente 5,25% de formol, quando a precipitacdo da caseina se traduz no
aparecimento do dominio na regido de 0,1 s, demonstrado na figura 9. Consequentemente, 0
soro deslocado torna-se mais livre, com um T2 maior em relacdo ao leite ndo adulterado
(homogéneo). Este evento é mais nitido nos sistemas apo6s 48h de estocagem, sugerindo que o
formaldeido no leite adulterado favorece ainda mais a separacdo de fase durante o processo

de envelhecimento.
5.2. Determinacao de Cor Instrumental
A luminosidade em ambos os tempos apresentou um ligeiro aumento entre as concentragoes

(1,75% - 8,75 %) e depois decaiu nas concentragdes superiores a 12,25% onde se observou
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uma separacdo de fases mais definida o que deve ter levado a uma menor presenca de
globulos de gorduras na superficie do leite adulterado, como eles sdo responsaveis pela
difusdo da luz incidente foram gerados consequentemente valores mais baixos de L* como
foi observado na amostra que continha 21% de formol obteve a menor luminosidade (L*
=70,46, p < 0,05, 0 horas) (L* =82,26 p < 0,05, 48 horas), pois foi a que apresentou uma
separacdo de fase mais rapida e bem definida nos primeiros instantes do experimento
(Noziére et al, 2006; Balthazar et al,2015).

O indice de brancura (IB) apresentou 0 mesmo comportamento que a luminosidade e
esse fato pode ser justificado pela separacdo de fases nas concentra¢des acima de 12,25% que
leva a coagulacdo das proteinas e predominancia do soro na superficie gerando valores baixos
pela perda do aspecto homogéneo que a amostra ndo adulterada do leite apresenta com as
micelas de caseina e glébulos de gordura estabilizados que caracterizam o leite pela sua cor
branca. Ao observar a tabela 5 a concentragdo de 1,75% apresentou os valores maiores
préximos ao leite ndo adulterado (IB = 79,03, p < 0,05), 0 horas) e (IB = 80,51 p < 0,05, 48
horas). Tendo como justificativa a baixa concentracdo de formol o que favorece aos
adulteradores. Pois em pequenas concentracfes alguns atributos podem até ser mascarados
pela presenca do adulterante quimico. J& no tratamento com 21% os valores sdo 0s menores
encontrados (W1 = 65,26 p < 0,05, 0 horas) e (Wl = 72,76 p < 0,05, 48 horas) corroborando
com a justificativa dada pelo comportamento da amostra em concentracdes de formol acima
de 12,25%.

Segundo Kneifel,UIberth e Schaffer (1992) os valores de L* encontrados para o leite
liquido (81,7 a 87,5) acabam gerando um alto indice de brancura. Produtos desnatados
possuem valores baixos de L* do que os seus produtos correspondentes integrais que
produzem um alto valor devido a maior dispersdo de luz na superficie desses alimentos
devido o maior teor de gordura. O indice de amarelecimento (IA) que esta relacionado a acédo
de produtos quimicos (Pathare, Opara & Al-Said,2013) apresenta aumento de acordo com o
aumento da concentracdo de formol como pode ser observado no Quadro 5.
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Quadro 5: Parametros de cor em leite cru refrigerado adulterado com diferentes

concentragdes de formol nos tempos de 0 hora e 48 horas

Parametros  Tempo 0% 1.75% | 5,25% | §,75% | 12,25% | 17,5% 21%
o 85.24= | 86.15= | 86.03= | 86.33 | 83.81= | 75.16= | 70.46+
1
033° | 060° | 018 | z0.27% | 0.12° | 0.20% | 0.34°
L
5] 90.26= | 91.10= | 91.46= | 91.83 = | 89.53 = | 8525+ | 82.26+
1
0,09 ° | 0.05° | 0.05% | 0.14* | 025° | 025° | 0.16°
o 77.97= | 79.03= | 78.36= | 77.65= | 75.17 = | 68.35= | 65.26
? 027 | 0.35° | 0.18% | 0.15™ | 033° | 0.05% | 0.25¢
WI
5] 78.73+ | 80.51+ | 78,14+ | 76.88 = | 7420+ | 7237+ | 72.76 %
1
0.12° | 0.10® | 0.20° | 029¢ | 0.20% | 0.27% | 051¢
Oh
27.80% | 26.18 = | 27.51+ | 2020+ | 32.26 + | 36.33 = | 35.02 ¢
0.42 0.20 0.21 0.08 0.85 5 0.41
YI
48h
30.14= | 27.38+ | 30,90+ | 34.08 = | 37.07 = | 38.75+ | 36.58 %
0.20 0.17 0.47 0.45 0.25 0.38 1.17

* Linhas com letras distintas indicam diferenca significativa (p < 0.05).




Quadro 6: Valores de a* e b* em leite cru refrigerado adulterado com diferentes

concentragdes de formol nos tempos de 0 hora e 48 horas

Parametros | Tempo 0 % 1.75% | 5,25 % | 8,75 % | 12,25%p | 17.5% 21%
0.05= | 008= | -008= | -1.00+ | -2.00% | -3.62% | -3.66=
Oh
0.04% | 0.04°% | 0.04% | 0.08° 001° | 0.04°¢ | 0.08°
ﬂ*
0.08= | 025+ | -031+ | -1.14+ | -240% | -337+ | -3.18 =
48h n
0.04% | 001°% | 0.10° 0.03° | 0.04° | 006°% | 0.10¢
1635+ | 1574+ | 1653« | 17.65= | 1871+ | 19.27=|17.91 =
Oh
025% | 0.14° | 009 003 | 052% | 023 | 023°
b?.'
1800« | 17.34= | 20,12+ | 21.60= | 2336+ | 23.11=|2042 =
48h
012 | 011° | 020% | 026% | 0.08% | 0177 | 0.69%

* Linhas com letras distintas indicam diferenca significativa (p < 0.05)
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Na Quadro 6 o parametro a* apresenta valores negativos a partir da concentracdo
5,25% demonstrando uma tendéncia ao verde, ja que o soro pode apresentar uma coloracao
esverdeada e denotando a separacdo de fases decorrente do aumento da concentracdo de
formol. J& o pardmetro b* apresenta também um aumento dos valores demonstrando uma
tendéncia ao amarelo confirmando a separacdo de fases e perda do aspecto homogéneo
presente no leite ndo adulterado. Corroborando com os valores encontrados por Giangiacomo
e Messina (1988) em que foram encontrados valores de a* = -4,35 e b*= 5,40 que
demonstram a tendéncia de produtos lacteos apresentarem valores que tendam ao verde e ao

amarelo devido a constituicéo.

O leite utilizado nos experimentos gerou valores bem baixos de a* na amostra ndo
adulterada como Bosset e Blanc (1978) que encontraram a*= - 2,0 e b*= 12,6 onde eles
analisaram leites pasteurizados. Ao comparar os valores de b* de O e 48 horas € percebido um
aumento dos valores o que é atribuido por Giangiacomo e Messina (1989) ao processo de
acidificacdo e processo de coagulacdo que ocorre na producdo do iogurte. Entretanto nesse
caso € atribuido ndo so pelas altas concentracdes de formol, mas também pelo periodo de
estocagem que mesmo em baixa temperatura levou a um processo de coagulacdo intenso

devido a formacéo do polimero caseina-formol.
5.3. Anélise de Componente Principal (PCA)

Em relagdo as varidveis de RMN adicionadas de concentragdes crescentes de formol
no periodo Oh (Figura 12a), observa-se que o PCA foi capaz de explicar 96,19 % dos dados
atraves de dois componentes, 55,27 % dos dados foram explicados pelo primeiro componente
principal (D1) e 40,92 % pelo segundo componente principal. Enquanto para o periodo de
48h (Figura 9b), a PCA explicou 94,17 %dos dados, sendo que D1 explicou 67,20 % e D2
explicou 26,97 %. A analise de PCA é satisfatoria quando a mesma explica uma ampla fracao

dos dados das variaveis (Margraf et al., 2016).

Como verificado na Figura 10 os dados referentes as analise de RMN e IB
contribuiram para explicacdo de D1, sendo associadas positivamente aos tratamentos F5,25 e
F8,75. Enquanto, os mesmos dados de RMN foram associados positivamente aos tratamentos

F12,25, F17,5 e F21, pois contribuiram para explicagédo de D2.
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Figura 12: Componentes Principais de Anélise de Ressondncia Magnética Nuclear de Baixo
Campo com dados de leite cru adicionado de diferentes concentra¢6es de formol (a) O hora

(b) 48 horas. IB — indice de Brancura (variavel suplementar).

Quando se observa os resultados de PCA referente ao periodo de 48h (figura 12b), é

possivel distinguir uma modificacdo, pois somente os dados de T2,1, T2 e IB explicam D1,
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sendo associados positivamente aos tratamentos F1,75, F8,75, F12,25 e F17,5. Enquanto os
todos os dados de RMN explicam D2 pela associacdo positiva com os tratamentos F5,25 ,
F8,75, F12,25 e F17,5.

Logo, conclui-se que a concentragdo de formol interferiu nos resultados das analises
citados de acordo com o periodo de tempo que o leite foi exposto as concentragcdes dessa

substancia.
5.4. Regressao de Quadrados Minimos Parciais (PLSR)

A andlise discriminante PLSR (Regressdo de Quadrados Minimos Parciais) é um
método apropriado para experimentos como os de analise sensorial, pois atende a uma
intercessdo dos méetodos de modelos matematicos. Pois gera indices interessantes como os de
variancia total, refletindo num acordo entre o que é avaliado e a discriminacdo dos dados. J&
os indices VIP (Variante de importdncia de projecdo) sdo também sdo de extrema
importancia e realcam variados atributos. Eles podem ser Uteis guiando na selecdo de
atributos relevantes onde tem-se uma série deles. (Rossini, Verdun, Cariou, Qannari &
Fogliatto,2012)

Quadro 7: Variaveis de importancia em projecéo dos tempos de relaxagdo obtidos nas
andlises de 0 hora e 48 horas

Tempos de Relaxagéo Variavel de importancia em projecéo (VIP)
0 hora 48 horas
T2 1,171 1,220
T2,1 0,986 0,954
T2,2 0,913 0,803
12,3 0,906 0,978

No tempo “0 hora” todos os valores de VIP foram superiores a 0,8 como pode ser
observado no Quadro 7 o que denota que todos os tempos de relaxacdo sédo importantes para
descrever o aumento da concentracdo de formol nas modificagbes que ocorrem no leite
devido a adicdo de formol como a formacdo do polimero caseina-formol que gerou a

separacdo de fases e um aumento de agua livre que foi denotado pelo aumento de T 23.
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Entretanto nas 48 horas observamos que T 22 apresenta um VIP proximo de 0,8 tendo assim
uma menor importancia. Pois esse tempo de relaxagéo esta relacionado a separacédo de fases e
com o subsequente envelhecimento da amostra ele ja ndo influencia tanto como no tempo 0
onde embora tenham a mesma concentragdo de formol temos uma maior estabilidade da
solucdo. T apresentou os maiores valores de VIP devido as modificagcbes na mobilidade da
agua e gordura durante a coagulacdo que levaram a separacdo de fases e as modificacdes nos
tempos de relaxagdo T2, onde 0 aumento do tempo acompanhou 0 aumento das concentracdes
de formol. Rossini, Verdun, Cariou, Qannari & Fogliatto,2012 levaram em consideracao
valores de VIP maiores que 0,8 considerando um intervalo de confianca de 95% e puderam
assim descartar atributos que levariam a um desgaste dos voluntarios e um a perda de tempo
durante os testes. Ao desconsiderar valores de VIP abaixo de 0,8 a caracterizagcdo do produto

ndo foi comprometida.

A Regressao de Quadrados Minimos Parciais é um tipo de analise multivariada que se
utiliza do modelo preditivo de minimos quadrados parciais de dois blocos para modelar a
relacdo entre duas matrizes X e Y. Essa estruturacdo de modelo confere resultados mais
consistentes do que o as abordagens de regressdo tradicional fornecendo modelagens
multivariadas com possibilidade interferencial semelhante ao teste T, ANOVA e modelo

multiplo de regressdo (Svante, Michael & Lennart, 2001).

Métodos para selecdo de varidveis tém sido continuamente propostos na literatura
(Lazraqg et al, 2003; Gauchi & Chagnon, 2001; Anzanello et al, 2009; Chiang & Pell, 2004;
Juliano & Michel,2011). Entre os métodos para selecdo de variaveis com propoésito de
predicdo, destacam-se aqueles baseados em regressdes PLS (Partial Least Squares). A
regressdo PLS consiste em uma analise multivariada que transforma as variaveis de resposta,
Y, e de processo, X, em um nimero menor de componentes ou estruturas latentes. Seu uso na
industria ¢ justificado por sua habilidade em lidar com um elevado nimero de varidveis de
produto e resposta, dados com elevado nivel de ruido, colinearidade, e observagdes
incompletas (Wold et al., 2001; Kourti & Macgregor, 1995; Juliano & Michel,2011).

Regressdo de Quadrados Minimos Parciais (PLSR) foi utilizado nesse estudo para
investigar a relacdo existente entre os tempos de relaxacdo e as anélises colorimétricas. A
matriz X estd representada pelos tempos de relaxacdo obtidos nos tempos de O hora e 48
horas e os parametros de cor compdem a matriz Y. Foram levados em consideragdo R? que é

a qualidade do ajuste do modelo e representa também a porcentagem da informacéo que X e
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Y explicam o modelo e Q? é o indice de habilidade preditiva (Donadini, Fumi, Vanoni &

Porretta, 2012) (Donadini, Fumi & Porretta, 2013).

Quadro 8: Q?, R2Y e RzX acumulados obtidos com a regressao de quadrados minimos

parciais das amostras adulteradas em 0 hora.

PLS 0 Hora
Indice Componentel | Componente2 | Componente3 | Componente4
Q?acum 0,293 0,550 0,736 0,806
R2Y acum 0,368 0,680 0,829 0,887
R2X acum 0,701 0,949 0,990 1,000

Foram encontrados para 0 modelo PLS 0 hora o componente 1 70,1% de contribuicdo

dos tempos de relaxacdo e 36,8% dos pardmetros de cor com um Q?=0,293, descritos no

Quadro 8. J& o componente 2 94,9% de contribuicdo dos tempos de relaxacdo e 68,0% dos

parametros de cor com um Q?=0,550, componente 3 99,0% de contribuicio dos tempos de

relaxacdo e 82,9% dos pardmetros de cor com um Q?=0,736 e o componente 4 100,0% de

contribuicdo dos tempos de relaxacéo e 88,7% dos parametros de cor com um Q?=0,806.

Quadro 9: Q2, R2Y e RzX acumulados obtidos com a regressao de quadrados minimos

parciais das amostras adulteradas em 48 horas.

PLS 48 horas
indice Componente 1 Componente 2
Q2% acum 0,478 0,724
R2Y acum 0,525 0,778
R2X acum 0,766 0,955

No modelo PLS 48 horas hora o componente 1 76,6% de contribui¢do dos tempos de

relaxacdo e 52,5% dos pardmetros de cor com um Q?=0.478. Ja o componente 2 95,5% de

contribuicdo dos tempos de relaxacéo e 77,8% dos pardmetros de cor com um Q?=0,724 na

Quadro 9.
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Nas analises de PLS pode-se observar que ocorreu uma maior contribuicdo dos
componentes no tempo “0 hora” do que em 48 horas. Nesse caso podemos afirmar que em 0
hora temos um indice de habilidade preditiva maior, ou seja, os resultados obtidos para 0s
parametros analisados possuem maior influéncia, pois a separacdo de fases se tornou mais
aguda com o passar das horas e a modificacdo do contetdo de agua e cor fez com que alguns
atributos tivessem menos influéncia sobre os resultados gerados levando a apenas dois

componentes no PLS de 48 horas.
5.5. SIMCA

A idéia principal em SIMCA ¢é a construgdo de um limite de confianca para cada
classe com a ajuda de PCA, projetar as amostras nao classificados em cada espaco de
componentes principais e atribuir-Ihes a classe em que eles se encaixem melhor. A selecdo do
nimero o6timo de componentes € um importante passo em SIMCA e é geralmente
determinado utilizando uma validacdo cruzada com o destaque de um objeto (Stanimirova et
al., 2010) (Cruz et al, 2013)

Tabela 10: Poder de Modelagem dos parametros de Ressonancia Magnética Nuclear de baixo

campo.
Poder Modelagem
Oh 48 h
Parametros
T2 0.8506 0.8210
T2,1 0.7380 0.7486
T2,2 0.8100 0.7888
T2,3 0.7450 0.7880

Em termos de poder de modelagem o tempo de relaxacdo T» foi 0 mais importante

para definir o poder de modelagem podendo ser observados na tabela 10, pois T descreve a
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relaxacdo transversal dos protons pertencentes a agua livre (Hurlimann, Burcaw & Song,
2006; Song, 2009; Tellier, Mariette, Guillement & Marchal, 1993). Pois durante o processo
de envelhecimento do leite como o de adulteragdo ocorre um aumento da &gua livre pela
formacdo do polimero caseina-formol devido a acidificacdo que levou a coagulacdo das
micelas de caseina. Sendo assim ocorreu uma reorganizacao nas micelas, pois ocorreu uma

mobilidade da agua ligada que se tornou agua livre.

Tabela 11: Poder Discriminante dos parametros de Ressonancia Magnética Nuclear de baixo

campo.
Poder Discriminante
Oh 48h
Parametros
T2 2646750.2 737272.4
T2,1 4003615.5 174747.3
T2,2 2346933.2 2448448,0
T2,3 6466853.5 1351014.1

Em termos de poder discriminante para o tempo 0 hora temos T3 que representa 0s
hidrogénios da agua livre, soro e formol, j& T22 possui maior poder apds 48 horas de
armazenamento pois esta envolvido com a relaxacdo dos hidrogénios da caseina como
descrito na tabela 11 por serem os maiores valores para ao parametros citados. Esse maior
poder discriminante provém doaumento da concentragdo de formol e a consequente
separacdo de fases favorecido pela formacdo do polimero caseina-formol em ambos os
sistemas, porém no periodo de 48 horas ele gera a variavel de maior poder discriminante o
que é favorecido pelo envelhecimento da amostra. Com a maior formagéao de soro o tempo de
relaxacédo T 2,3tem maior poder no tempo 0 hora denotado pelo o aumento de agua livre o que
é acelerado pelo aumento da concentracédo de formol.

48



Tabela 12: Sensibilidade e Especificidade do SIMCA

Autenticacio do Modelo

Nivel de adulteracio do modelo

SIMCA Controle | Adulterado | Controle | 1,75% | 5,25% | 8,75% | 12,25%% | 17,5%% | 21%
Sensibilidade 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Especificidade 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00

O desempenho dos teste de SIMCA foi demonstrada através da tabela 12 com os

parametros de sensibilidade e especificidade. Pode-se observar que foi obtido sucesso, ja que

os resultados foram iguais a 1,0 tanto para amostras controle como as adulteradas tanto na

autenticacdo do modelo como no nivel de adulteracdo. A performance das analises em RMN

demonstrou-se melhor quando comparada a outros méetodos de analise como espectroscopia

de infra-vermelho e imagem digital (Poliana, Edenir & Luis, 2013a; Poliana & Edenir,

2013b).
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6. Conclusédo

Os tempos de relaxacdo variaram em relacdo a concentracdo de formaldeido, ou seja,
guanto maior a concentracdo do adulterante maior serd o deslocamento. Pois as modificacdes
na mobilidade da &gua e gordura durante a coagulacdo que levam a separacdo de fases
ocasionaram um aumento nos tempos de relaxagao transversal To.

Através da utilizacdo de técnicas quimiometricas como andlise de componentes
principais (PCA) e regressdo por minimos quadrados parciais (PLS) foi possivel relacionar o
aumento da concentracdo de formaldeido no leite adulterado em ambas as técnicas analiticas
utilizadas Ressonancia Magnética Nuclear de baixo campo e andlise colorimétricas. Sendo
assim 0 RMN de baixo campo pode ser utilizado no processo de deteccdo de adulteracdo de
formaldeido em leite bovino nas faixas de concentracdo utilizadas no presente trabalho por
apresentar maior sensibilidade que a analise colorimétrica.

Através do presente trabalho poderdo ser desenvolvidos novos trabalhos com a
comparacdo entre a faixa de concentracdo alcancada pelo método oficial comparado a anélise

em RMN de baixo campo e posterior aplicacdo das técnicas quimiométricas com os dados.
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