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WATANABE, Lycio Shinji. Desenvolvimento e validacdo instrumental e
metodoldgico para determinacao de formol em leite empregando UV-Vis, HPLC
e imagens digitais por scanner. 2016. 110 f. Dissertacao (Mestrado em Quimica) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2016.

RESUMO

A autenticidade do leite bovino tornou-se um problema corriqueiro. Em 2013, o
Ministério Publico do Rio Grande do Sul e a ANVISA denunciaram marcas famosas
de leites comerciais, por fraudes, envolvendo ureia agricola e formol. A ureia
agricola foi usada como reconstituinte de densidade proteico para mascarar a agua,
adicionada para aumentar o volume do produto. O formol, por sua vez, teria sido
encontrado incidentalmente como residuo dessa ureia. No entanto, a adicdo direta e
proposital de formol constitui uma pratica comum, visando mascarar ou controlar a
proliferacdo bacteriana, proveniente da falta de higiene e/ou refrigeracdo, que
confere o0 mau cheiro e a cor amarelada ao leite. Considerando sua importancia
nutricional, seu valor econdmico e sua perecividade, métodos rapidos e confiaveis
sd0 necessarios para monitorar a qualidade do leite e detectar fraudes,
especialmente as que comprometem a seguranca alimentar, como a de formol -
agente mutagénico, carcinogénico, tumorogénico e teratogénico. Desta forma, este
trabalho teve como objetivo desenvolver um sistema instrumental simples e um
método rapido quantitativo  para determinagcdo de formol em leite. O sistema
denominado AlD-scanner utiliza a analise por imagem digital capturada de
microplaca, por um scanner de mesa convencional empregado como detector, apés
derizatizacdo imediata do leite com o cromégeno floroglucina. A quantificacdo
baseia-se em regressdes uni ou multivariadas, & partir do modelo de cores primarias
RGB, geradas pelo software “lab-made” QuantColor. Ressalta-se que os teores de
formol sdo mensurados rapidamente pelo sistema proposto, por ndo exigir pré-
tratamento da amostra e por sua capacidade de deteccdo simultanea de até 68
amostras com 4 curvas analiticas. A reacdo de derivatizacdo mostrou-se seletiva
para o formol em meio basico, ap0s sua concentracdo ter sido estudada
cineticamente em fungao do teor de gordura do leite. O sistema instrumental criado
em conjunto com o método proposto foi validado para o leite bovino cru “in natura” e
industrializado (UHT e pasteurizado, dos tipos integral e desnatado), cumprindo os
requisitos da RDC 899/2003 da ANVISA. O desempenho do sistema AlD-scanner foi
comparado a métodos oficias - espectrofotométrico UV-Vis (legislado no Brasil IN
68/2006 e internacional NIOSH-3500/2003) e cromatrografico (HPLC-PDA, NIOSH-
2016, 2003). Entretanto, pelo fato da prova determinada pela IN 68/2006 ser apenas
qualitativa e demandar demasiado tempo no preparo por destilacdo (~2 h); e ainda,
pela deteccdo de formol nos métodos NIOSH 3500 e 2016 ser aplicada a diferentes
matrizes que nao o leite, recomendando derivatizantes diversos, foram necessarios
desenvolvimentos e validagcdes prévios nos 2 métodos oficiais, exigindo
modificacdes especialmente no preparo da amostra, para torna-los métodos de
referéncia precisos e aplicaveis. O AlD-scanner foi avaliado como adequado por ser
preciso (DPRmax=5,22%); apresentar linearidade considerando-se sua complexidade
pelas regressdes multiplas para o leite desnatado (UHT e pasteurizado) superiores a
0,99 e, para o leite integral (UHT e pasteurizado) > 0,96; exato com as respectivas
recuperacbes de 98,7% e 97,6%; e seu limite de quantificacdo de 0,63 mg L™,



suficientemente sensivel para os niveis descritos na literatura como utilizados pelos
fraudadores para adulteracdo. Desta forma, o AlD-scanner mostrou ser uma
ferramenta analitica versatil e agil, aplicavel para quantificacdo de formol no controle
de qualidade do processo nos 5 tipos de leite mais consumidos, levando-se em
conta que os resultados foram compativeis e equivalentes aos dos métodos oficiais
UV-Vis e HPLC-PDA.

Palavras-chave:Instrumentacdo. Conservante. Formaldeido. Adulteracdo no leite.
Derivatizacao.



WATANABE, Shinji Lycio. Development and validation of Instrument and methods for
formaldehyde determination in milk using UV-Vis, HPLC and digital images by
scanner. 2016. 110 p. Dissertation (Master's Degree in Chemistry) — Universidade Estadual
de Londrina, Londrina, 2016.

ABSTRACT

Bovine milk authenticity has become a commonplace problem. In 2013, the public ministry
of Rio Grande do Sul and ANVISA denounced commercial milk famous brands for
counterfeit involving agricultural urea and formaldehyde. Agricultural urea was used as
protein density reconstitute to mask water, added to increase product’'s volume.
Formaldehyde, in turn, has been found incidentally as urea residue. However, the direct,
deliberate formaldehyde addition is a common practice, aiming at masking or control
bacterial proliferation due to hygiene lack or cooling absence, which provides yellowing milk
with bad odor. Considering their nutritional importance, its economic value and its
perishable, fast and reliable methods are needed to monitor milk quality and detect fraud,
particularly those involving food safety, such as formaldehyde - mutagenic, carcinogenic,
tumorigenic and teratogenic. Thus, this study aimed to develop a simple instrument system
and a quantitative rapid method for determination of formaldehyde in milk. The so called
AlD-scanner system analyzes microplate digital images, captured by a conventional desk
scanner employed as detector, immediately after milk with phloroglucin chromogenic
derivatization. Quantification is based on single or multivariate regressions established by
RGB primary color model, generated by the "lab-made" software QuantColor. It is
noteworthy that formaldehyde levels are measured quickly by the proposed system, by not
requiring sample pretreatment, leading to simultaneous detection of up to 68 samples with 4
analytical curves. The derivatization reaction was shown to be selective for formaldehyde in
basic medium, after its concentration has been studied kinetically upon milk fat content. The
instrumental system created in conjunction with the proposed method has been validated
for "in natura" raw cow's milk and industrialized (whole and skimmed types of UHT and
pasteurized), achieving ANVISA's RDC 899/2003 requirements. The AlD-scanner system
performance was compared with the official methods - UV-VIS spectrophotometer
(legislated in Brazil by IN 68/2006 and the international NIOSH-3500/2003) and
chromatographic (HPLC-PDA, NIOSH 2016/2003). However, because of IN 68 be merely
qualitative and require too long time to prepare for distillation (~ 2 h); and further,
formaldehyde detection by NIOSH’s 3500 and 2016 methods be applied to other matrices
but non-milk, recommending various derivatizing, it were necessary prior developments and
validations in the 2 official methods requiring changes, especially in sample preparation, to
apply them as accurate reference methods. The AlD-scanner has been assessed as
suitable considering its complexity to be accurate (STD DEVnax = 5.22%); present linearity
greater than 0.99 by multiple regressions for skimmed milk (UHT and pasteurized) and of >
0.96 for whole milk (UHT and pasteurized); accurate with their recoveries of 98.7% and
97.6%; and its quantitation limit of 0.63 mg L™, be sufficiently sensitive to described literature
levels used to tampering by fraudsters. Thus, the AlD-scanner shown to be a versatile and
flexible analytical tool applicable for formaldehyde quantification in process quality control in
the 5 types of the most consumed milk, taking into account that results were consistent and
equivalent to the official UV-VIS and HPLC-PDA methods.

Keywords: Instrumentation. Additive. Formaldehyde. Milk’s tampering. Derivatization.
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JUSTIFICATIVA

O leite bovino € um fluido branco proveniente da secrecdo das glandulas
mamarias das vacas, composto de uma variada combinacdo de nutrientes
essenciais para 0 organismo, como a agua, carboidratos, lipidios, proteinas,
complexos biativos, vitaminas e minerais (CAVALETTI, 2008). Além de sua
importancia nutricional, contribui ainda com parcela representativa na economia
brasileira, por sua alta comercializacdo e consumo (GARRIDO, 2001). O Brasil esta
entre os cinco maiores produtores de leite do planeta, contribuindo com cerca de 6%
da producdo mundial. Por outro lado, ainda, cerca de 30% do produto
comercializado vem de producéo néo inspecionada, o que pode representar um dos
problemas frente a qualidade do leite (SIQUEIRA et al., 2013; IBGE, 2014).

Quando este produto fica exposto em ambientes abertos, mal higienizados e
mal refrigerados, a riqgueza nutricional de seu meio torna-se um excelente substrato
para o desenvolvimento e multiplicacdo de diversos microrganismos, inclusive os
patogénicos, que provocam alteracbes fisico-quimicas no produto, limitando sua
durabilidade e qualidade (LEITE, TORRANO, GELLI, 2000; TIMM, 2003). Algumas
pesquisas de universidades norte-americanas, classificaram o leite como sétimo (7°)
alimento suceptivel as adulteracdes (MOORE; SPINK; LIPP, 2012; SANTOS, 2013).

No Brasil, as adulteracées ocorrem de forma criminosa. Geralmente, donos
de lacticinios aliciam economicamente, os caminhoreiros, fiscais da vigilancia e
pequenos produtores, para adicionarem substancias ilegais, como a agua, urina,
soro de leite e outros, objetivando aumentar o volume do leite produzido e,
consequentemente, os lucros da empresa (SILVA, 2013; SBRISSA, 2005).
Normalmente, estas substancias sdo neutralizantes ou conservantes, que tem com
funcg@o principal o controle fisico-quimico e microbiolégico do leite (KARTHEEK et al.,
2011; MAZERE et al.,2015; TAMANINI, 2012).

Em maio de 2013, o Ministério Publico do Rio Grande do Sul, juntamente
com Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), denunciaram a
fraude do leite em trés marcas conhecidas. A Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) emitiu uma nota técnica confirmando que a fraude foi
caracterizada pela adicdo de ureia agricola, detectada incidentalmente pela analise
de formaldeido (G1, 2013). A ureia é classificada em dois tipos, agricola e pecuaria

(MAPA). A ureia agricola (fertilizante) recebe adicdo de formol e polivinilacetato,
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enguanto a ureia pecuaria possui um grau de pureza elevada (PETROBRAS, 1998).
Esta ureia agricola ndo deveria ser utilizada na alimentacdo bovina, uma vez que
pode ser prejudicial ao animal, gerando residuos de formol na secre¢do do leite
(BUCKLEY; FISHER; MACKAY; 1988). Nessa fraude da regido Sul, a ureia agiu
como reconstituinte proteico no mascaramento da adicdo de agua e também, no
controle do indice crioscépico normal do leite cru (ANVISA, 2013).

No Brasil, ha também relatos da adicéo direta de formol ao leite bovino tendo
acdo de conservar o leite (FIRMINO, 2010; SOUZA, 2011; ANVISA, 2013). Apesar
do formol apresentar diversos sindnimos, como: formalina, formaldeido, metil
aldeido, aldeido formico, metanal, morbicida, formalite, lisoférmio, entre outros; neste
trabalho ser4 denominado, apenas como formol (IARC, 2006). Segundo Silva (2013),
o formol é capaz de controlar o crescimento microbiano do leite, ocultando as mas
praticas de higienizacdo e falta de refrigeracdo, prolongando a durabilidade do
produto (SOUZA, 2014; TRONCO, 2008). Entretanto, estudos indicam que o formol
€ um agente mutagénico, com potencial carcinogénico (Grupo 1) por suas
propriedades toxicologicas, testadas em animais de laboratorio (ATSDR, 1999;
IARC, 2006). Por este motivo, o uso do formol é vedado como aditivo alimentar no
Brasil (ANVISA, 2013).

Além disso, a prova oficial de formol no leite bovino, legislada pela Instrucéo
Normativa n° 68 de 2006, considera que essa analise € apenas qualitaviva, ou seja,
somente uma prova do positivo-negativo detectavel a olho nu, ndo considerando a
sensibilidade do método descrito, superestimando a presengca ou ndo desse
adulterante nesse produto com elevada demanda comercial.

Neste panorama, este trabalho teve como principal objetivo desenvolver um
sistema instrumental simples e um método rapido quantitativo (AlD-scanner) para
analise de formol em amostras de leite bovino comerciais, sem nenhum tipo de
preparo de amosta como limpeza (clean-up), utilizando a técnica de andlise por
imagens digitais via scanner de mesa convencional como sistema de detecc¢éo, apos
derizatizacdo imediata com floroglucina, empregada como cromégeno. Os
resultados do sistema & método propostos para o leite cru “in natura”, industrializado
- UHT e pasteurizado, dos tipos integral e desnatado, foram comparados a dois
outros meétodos oficias empregando técnicas ja estabelecidas, tomados como
métodos de referéncia, apds adaptacdes a matriz leite, desenvolvimento e validagcao
empregando espectrofotometria UV-Vis (IN 68/2006 e NIOSH-3500,2003) e
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cromatrografia liquida de alta eficiéncia(CLAE — do inglés HPLC) (NIOSH-2016,
2003).

Para uma melhor apresentacdo e compressdo deste trabalho, esta
dissertacao foi dividida em trés capitulos. No Capitulo 1 serd apresentada uma breve
introducdo sobre o leite, sua importancia e os tipos de fraudes frequentes. No
Capitulo 2 serdo apresentados os métodos adaptados, desenvolvidos e validados a
partir de métodos recomendados como oficial, cujo método para formol em leite
legislado no Brasil (IN 68/2006) € apenas qualitativo e utiliza a destilacao na etapa
de extracdo; em conjunto com um segundo método recomendado
internacionalmente  (NIOSH-3500, 2003) para formaldeido, utilizando a
espectrofotometria UV-Vis, ap6s derivatizagdo com acido cromotropico; e um
terceiro (NIOSH-2016, 2003) baseado na cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), juntamente com suas avaliagcbes de desempenho. E, no Capitulo 3 sera
abordada uma prévia introducdo sobre a andlise de imagem digital via scanner de
mesa, juntamente com o desenvolvimento e validagdo do sistema instrumental e
método propostos denominado de AlD-scanner. Ao final sera feita a avaliacdo de
desempenho do AlD-scanner, mostrando sua eficiéncia quando comparado aos 2

métodos oficiais desenvolvidos, validados e utilizados como métodos de referéncia.



CAPITULO 1
ASPECTOS GERAIS DO LEITE

21



22

ASPECTOS GERAIS SOBRE LEITE

1. INTRODUCAO

1.1. HISTORIA

Atualmente, o leite de origem animal é considerado como alimento basico
presente na dieta dos seres humanos, principalmente de recém-nascidos e criancas.
Seus derivados, como queijo, coalhada, manteiga, iogurte e outros, sdo consumidos
mais entre os adultos e idosos, sendo uma 6tima fonte de proteinas, carboidrato,
vitamina D e célcio (SILVA, 1997; MUNIZ, MADRUGA, ARAUJO, 2013;
LICHTENSTEIN et al., 2013).

No entanto, nem sempre o leite foi visto dessa maneira. As primeiras
hipéteses da utilizagdo do leite de origem animal como alimento humano, surgiram
no periodo pré-histérico, mais especificamente durante a Revolucdo Neolitica,
também conhecida como Revolucéo Agricola, ha cerca de 11.000 a.C., na regidao do
Oriente Médio (MIDDLETON, 1993; CASTILHO, BARROS FILHO, COCETTI, 2010).
O pressuposto parte dos objetos arqueoldgico utilizados na domesticacdo dos
animais, como vacas, cabras e ovelhas, que levam a ideia que o homem tinha
acesso ao leite e a carne dos animais como fonte de alimento (FLANDRIN,
MONTANARI, 1998).

O primeiro documento historico concreto foi encontrado na regido do Iraque,
a 3.100 a.C., denominado de “Friso dos ordenadores”, constatando o modo de
ordenha e a filtragem do leite (DIAS, 2006; CASTILHO, BARROS FILHO, 2010). A
partir desta data, varios outros povos como 0S egipcios, gregos e etruscos tiveram
seus documentos relatando a utilizacao do leite como alimento, esses ordenhavam o
leite de cabras e ovelhas para o consumo proprio e para fabricagdo do queijo, seu
primeiro derivado (DIAS, 2006).

Porém, no século V, ap6s a queda da Roma Ocidental, invadida pelos
barbaros, o leite tornou-se escasso em algumas regides europeias, pois as
frequentes guerras levaram a falta de alimentos para o homem e animais,
diminuindo o consumo e a qualidade do mesmo (FILDES, 1986; MORFORD, 2003;
DIAS, 2006). Nesta época, o leite era consumido em locais de péssima higiene,

favorecendo o surgimento de doencgas infecciosas entre homens e animais
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(CASTILHO, BARROS FILHO, 2010; CASTILHO, BARROS FILHO, COCETTI,
2010).

Uma das primeiras observa¢gbes que relacionam a saude animal com a
qualidade e o volume de leite ordenhado foi feita no século Xl nos mosteiros
franceses, em que 0s camponeses perceberam que alguns cuidados durante a
criacdo de gado leiteiro, a manutencao da limpeza dos estabulos, o clima do local e
até mesmo, o volume de producdo, melhoravam a durabilidade do produto e
diminuiam as doencas da época, fazendo com que a atividade comercial do leite e
derivados comecasse a intensificar-se pela Europa (CASTILHO, BARROS FILHO,
COCETTI, 2010; DIAS, 2006).

O primeiro documento sobre o leite no Brasil data de 1552, da regido de
Salvador (BA), foi descrito em uma carta dirigida ao padre Manuel da Nébrega em
que informava: “doze vaquinhas para criacéo, € para 0s meninos terem leite, que &
grande mantimento”. Os meninos eram cerca de trinta criangas indigenas, que foram
tratadas como primeiros clientes do leite produzido no Brasil, pois era uma forma de
manté-los nas escolas jesuitas (DIAS, 2006).

Um grande passo para maior durabilidade do leite foi dado durante a
Revolugcdo Industrial, por volta de 1830, em que o leite fresco foi armazenado e
higienizado adequadamente, possibilitando seu transporte para as grandes cidades
sem que o mesmo estragasse (JELLIFFE, JELLIFFE, 1978; BEM-NUN, 2006). Outro
grande feito ocorreu em 1864, com a instalacdo de instrumentos industriais, que
possibilitaram o processamento do leite com choques térmicos, denominado de
pasteurizagcdo, que eliminavam certos microrganismos que degradavam o produto
(SCHUMAN, 2003; LEITE et al., 2006). Com estas inovacdes, surgiram oS primeiros
parametros da qualidade do leite, tendo em vista a criacdo de um conjunto de
normas e regulamentos durante a producédo, até as analises bésicas que as grandes
indastrias alimentares, surgidas no século XIX, poderiam realizar antes da venda
desses produtos (LEITE et al., 2006; DIAS, 2006).

Pode-se dizer que o leite, apOs estabilizar-se como alimento basico para os
europeus, passou a utilizado em diversos testes culinarios, como um importante
ingrediente na cozinha, principalmente, na famosa culinéria francesa. E, além disso,
ele tornou-se veiculo de divulgacdo comercial de outros produtos (DIAS, 2006;
CASTILHO & BARROS FILHOS, 2010). Com a introducédo do café na Europa no

século XVI, o leite passou a ser misturado com o café (cappuccino), sendo uma
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bebida da burguesia italiana, enquanto, as classes mais abastadas preferiam o café
puro. No século XVII, com a volta dos espanhdis a Europa e, a introducdo do
chocolate com pimenta, que a principio foi pouco consumido, porém teve grande
repercussao popular apés ser adocado, fato que marcou o surgimento das grandes
chocolaterias, como a Nestlé (1870) (DIAS, 2006).

Anos mais tarde, em 1930, as primeiras ordenhadeiras mecanicas e
equipamentos de pasteurizacao foram introduzidos no Brasil, com isso as produc¢des
leiteiras fortaleceram-se ao ponto das autoridades preocuparem com a autenticidade
e qualidade do produto, considerando o valor econbémico da matéria-prima. Até
entdo os regulamentos, néo tao claros, variavam regionalmente, tendo influéncias de
seus colonizadores. Com intuito de promoverem uma padroniza¢do surgiram VAarios
Regulamentos e Instrugdes Normativas. Uma das primeiras foi a de 1952 com a
definicdo do leite bovino. E, uma das mais importantes foi a IN 51/2002 que
descreve os regulamentos basicos para a producao, autenticidade e qualidade do
leite para o consumo humano (DIAS, 2006, BRASIL, 1997; BRASIL, 2002).

1.2. DEFINICAO

O leite é definido legalmente como produto oriundo da ordenha continua e
completa, em condi¢cdes de higiene, de animais sadios, descansados e bem
alimentados (BRASIL, 2002). Cientificamente, o leite € uma emulséo natural, produto
da secrecdo das glandulas mamarias, com uma fase aquosa, onde estao
solubilizados sais minerais (calcio, so6dio), lactose e outros compostos
hidrossolluveis; e na outra parte branca, estdo suspensas as gorduras, micelas
proteicas (caseina) e alguns compostos bioativos (FARIA, 1998; SILVA, 1997,
CAVALETTI, 2008).

Este produto é considerado como um dos alimentos mais completos na dieta
humana, especialmente para grupos mais vulneraveis como criancas e idosos. Seus
derivados representam a principal fonte de calcio na alimentagdo, nutriente de
fundamental importancia para formagdo e manutencdo da massa Ossea de
individuos recém-nascidos (CAVALETTI, 2008; SILVA, 1997; BRASIL, 2005a). Aléem
do seu valor nutricional, o leite exerce ainda um papel importante na economia

brasileira, por sua alta comercializacdo e consumo (GARRIDO, 2001).
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Segundo Felipe (2012) existe uma supervalorizacdo com relacdo ao leite,
que levam ao consumo excessivo, podendo causar diversas alergias e doencas
gastrointestinais, pela presenca de compostos, como lactose, colesterol, gordura,
proteina e célcio, principalmente em pessoas intolerantes. A razdo dessa discordia
pode estar na consequéncia dessa riqueza nutricional, pois o leite & propenso ao
desenvolvimento de inimeras classes de virus e bactérias, que ao se multiplicarem,
provocam alteracdes nos parametros fisico-quimicas e biolégicos do produto. Por
este motivo, autoridades e técnicos ligados a area da salude estdo cada vez mais
preocupados com a qualidade do leite, principalmente pelo risco de surtos de
doencas de origem alimentar, através da veiculacdo de microrganismos (LEITE,
TORRANO, GELLI, 2000; TIMM, 2003).

1.3. PRODUCAO LEITEIRA

O Brasil € um tradicional produtor de leite bovino. Essa atividade comecou
efetivamente no século XVI ap0s a chegada da burguesia portuguesa, com
caracteristicas extrativistas (DIAS, 2006). Muitos estados adotaram esta pratica
como fonte de renda, gerando varios empregos para o setor lacteo. Uma vez que
este produto e seus derivados tiveram papel de destaque no agronegocio mundial,
sendo a 4° commodity agropecudria produzida, perdendo apenas para soja, cana-
de-acucar e milho (SIQUEIRA, 2013), entre 2011 a 2013, o Brasil foi considerado o
4° maior produtor de leite bovino do planeta, ficando atras dos Estados Unidos,
india, China (Tabela 1). E em 2014, o Brasil produziu 35,17 bilhdes de litros,
correspondente a 5,3 % da producdo mundial, mantendo-se entre 0s cinco maiores
produtores do mundo. Deste volume total produzido, somente 24,75 bilhdes de litros
foram inspecionados por instituices sanitarias (municipal, estatual ou federal), ou
seja, a producédo informal do leite foi de aproximadamente 29,6 %, ficando pela
primeira vez abaixo dos 30% (FAO, 2014; IBGE, 2014).



Tabela 1. Classificacdo dos maiores produtores de leite do mundo em 2011-2013

26

Producdo de Leite (Toneladas)

Pals 2011 2012 2013
Estados Unidos 89.015.235 90.865.000 91.271.058
india 57.770.000 59.805.250 60.600.000
China 36.928.896 37.784.491 35.670.002
Brasil 32.096.214 32.304.421 34.255.236
Alemanha 30.323.465 30.506.929 31.122.000
RUssia 31.385.732 31.500.978 30.285.969
Franca 24.361.095 23.998.422 23.714.357
Nova Zelandia 17.339.000 19.129.000 18.883.000
Turquia 13.802.428 15.977.837 16.655.009
Reino Unido 13.849.000 13.843.000 13.941.000
Mundo 616.956.092 630.183.853 635.575.895

Fonte: FAO (2011- 2013).

Nacionalmente, a regido Sul, pela primeira vez no levantamento anual do
IBGE de 2014, foi a regido com maior producao do pais, responsavel por 34,7% da
producao nacional, seguida da regidao Sudeste, com 34,6% da produc&o nacional. As
regides Sudeste e Centro-Oeste apresentaram diminuicdo de 0,5% em suas
producdes e a regido Nordeste foi a que apresentou maior crescimento na producao

com 0,6% referente ao ano de 2013 (Tabela 2).

Tabela 2. Producéo regional de leite bovino no Brasil em 2013-2014

Producéo de leite (%)

Regiao 2013 2014
Sul 34,4 34,7
Sudeste 35,1 34,6
Centro-Oeste 14,6 14,1
Nordeste 10,5 11,1
Norte 54 5,5

Fonte: IBGE (2013; 2014).

Apesar desse aumento na producédo sulista, o estado de Minas Gerais
permaneceu como o principal produtor de leite em 2014, com 9,37 bilhdes de litros,
correspondente a 77,0% do total produzido na Regido Sudeste e mais de 25 % do
total da producdo nacional, seguido do Rio Grande do Sul e Parana. A Regido
Centro-Oeste participou com 14,1%, estando o Estado de Goias na 42 posicéo
nacional (Tabela 3). Em termos municipais, a primeira posi¢éo continuou com Castro
(PR), seguida pelos Municipios de Piracanjuba (GO) e Patos de Minas (MG) (IBGE,
2014).
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Tabela 3. Principais estados brasileiros produtores de leite em 2013-2014

Producdao de leite (%)

Estado 2013 2014
Minas Gerais 26,20 26,60
Rio Grande do Sul 14,70 14,02
Parana 11,97 11,95
Goias 10,75 10,84
Séao Paulo 10,74 10,11
Santa Catarina 9,00 9,43
Outros 17,00 17,05

Fonte: IBGE (2013, 2014).

Quanto a produtividade, que é a média do volume de leite produzido por
animal no ano, o Brasil obteve em média 1.525 litros/vaca/ano, sendo em 2014,
2,2% maior em relacdo ao ano de 2013 (1.492 litros/vaca/ano). A Regiao Sul liderou
a produtividade nacional com 2.789 litros/vaca/ano, um aumento de 4,3% em 2014,
referente a 2013. As maiores produtividades ocorreram no Sul do Pais, destacando-
se o Estado do Rio Grande do Sul com a maior produtividade nacional de 3.034
litros/vaca/ano, seguido por Santa Catarina e Parana, respectivamente, com 2.694 e
2.629 litros/vaca/ano (IBGE, 2014).

A Regido Sudoeste do Parana esté entre os maiores produtores leiteiros do
pais, pois, aléem das condi¢cdes naturais favoraveis a producao do leite, a pratica em
ministrar diversos negocios agropecuarios e socioeconémicos, ja vem de herancas
familiar e cultural. Outros fatores contribuiram para essa expansao regional, como os
avancos tecnologicos na pecudria leiteira, associados aos fatores técnicos e
organizacionais, como manejo do rebanho, mao de obra especializada e estrutura
cooperativista (PARRE; BANKUTI; ZANMARIA, 2011; LOPES et al., 2009).

1.4. QUALIDADE E PARAMETROS

A qualidade inicia-se nas propriedades onde € produzido o leite (GUIDO et
al., 2010). Uma producéo de leite de excelente qualidade é o objetivo comum entre
empreendedores brasileiros e estrangeiros. A qualidade de um leite bovino pode ser
definida pelas suas caracteristicas organolépticas, como boa aparéncia, textura,
sabor e odor agradaveis, e também, pode ser determinada por sua seguranca

alimentar para quem o consome, pois ndo veiculando doencas ou bactérias
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patogénicas, garante a credibilidade na compra ou venda do produto (FONSECA,
SANTOS, 2007;GUIDO et al., 2010; SILVA, 2013).

A qualidade ndo deve se ater somente aos ganhos econdmicos, na
produtividade ou na rentabilidade da producéo de leite, mas também, na garantia de
sua qualidade e seguranca a saude dos consumidores (SILVA, 2013). Como o leite
e seus derivados tém grande importancia no cardapio dos humanos, carregando
principios de nutricdo e salde, a seguranca e a qualidade na fabricagcdo desses
produtos sdo essenciais para as industrias lacteas (ZAFALOM, BERGAMASCHI,
OLIVEIRA, 2011). Os cuidados com o leite devem estar presentes desde o inicio, ou
seja, desde o trato dos animais, passando pela ordenha, até que chegue a industria
e, posteriormente & mesa do consumidor (EMBRAPA GADO DE LEITE, 2016). O
principal manejo encontra-se nas propriedades, pois depois que o leite € ordenhado,
dificilmente existird melhora na sua qualidade. Por isso, o foco tem sido direcionado
para o produtor de leite, que é responsavel pelo inicio do processo da qualidade
(FONSECA, SANTOS, 2000; MARTINS et al., 2007).

Para estimular os programas de melhoria da qualidade do leite brasileiro, a
Instrucdo Normativa n° 51 de 2002 (BRASIL, 2002) e, posteriormente, com a IN n°
62 (BRASIL, 2011) foram estabelecidas algumas normas e regras pelo o Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2002), com o objetivo de
estabelecer padrdes de qualidade do leite cru refrigerado.

As analises das propriedades organolépticas e fisico-quimicas visam avaliar
o valor alimentar ou rendimento industrial e, também detectar possiveis fraudes. A
maioria das andlises do controle de qualidade baseia-se nestas caracteristicas e em
alteracdes destas. Assim, é importante conhecer a composicdo média normal do
leite: 3,2% de proteina, 3,5% de gordura, em torno de 4,6% de lactose e 0,7% de
sais, totalizando, aproximadamente, 12% de sélidos totais. Lembrando que em
alguns desses compostos como a proteina, a legislacdo limita um teor minimo no
produto, como por exemplo, a proteina que é de 3,0% (SILVA, 2013).

As avaliacBGes das propriedades fisico-quimicas do leite sdo essenciais, pois
sdo consideradas, juntamente com as analises microbioldgicas, parametro de
qualidade, possibilitando assim estabelecer um critério de pagamento ao produtor
(FAGUNDES, 1997; TEIXEIRA,1998).

Ja os parametros biologicos da qualidade do leite, limitados pela IN 62/2011,

sdo: a contagem total bacteriana (CTB) com limite de 750.000 UFC/mL e, a
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contagem de células somaticas (CCS) com até 750.000 células/mL. Essa normativa
prevé a diminuicdo progressiva dos limites de CCS e CTB, com objetivo de que o
produto brasileiro alcance padrdes internacionais até julho de 2017 (BRASIL, 2002)
(Tabela 4).

Tabela 4. Requisitos minimos de CBT e CCS do leite cru pela IN 62/2011

Regiéo Mudanca em
Sul, Sudeste e Centro Oeste Jul/2008 Jul/2011  Jul/2014  Jul/2016
Norte e Nordeste Jul/2010  Jul/2013  Jul/2015 Jul/2017
CCS (1000 células/mL) 750 600 500 400
CBT (1000 UFC/mL) 750 600 300 100

Fonte: Adaptado de BRASIL (2011) e MILKPOINT (2014).

No final de 2011, a IN 51/2002 foi revogada pela Instrugcdo Normativa N°
62/2011, porém ela sé alterou o cronograma da implementacao imposta pela IN 51,
uma vez que, somente 40% dos produtores brasileiros conseguiram produzir leite
com qualidades abaixo dos limites de CCS e CBT propostos (BRASIL, 2011). Por
enquanto, as autoridades seguem esses parametros, porém o problema estd na
auséncia de penalizacdes para produtores e laticinios com médias superiores aos
limites de CCS ou CBT. Sem penalizacGes previstas pela lei, talvez seja pouco
provavel que haja, independentemente dos limites padronizados, uma melhoria na
gualidade do produto (MILKPOINT, 2014).

1.5. CLASSIFICACAO DO LEITE BOVINO

Para um melhor conhecimento € preciso entender as mudancas nas
nomenclaturas ocorridas para cada tipo de leite. Antes de 2002, haviam os leites
pasteurizados dos tipos A, B ou C. Porém com a implementacdo da Instrucéo
Normativa 51/2002 houve mudancas na nomenclatura. O “leite do tipo C” passou a
ser chamado de “leite cru refrigerado” até o ano de 2007, extinguindo o leite do tipo
C. Entretanto, isso gerou confusédo entre os produtores, ja que 0s outros tipos de
leite também eram pasteurizados. Na tentativa de minimizar este confusdo, no ano
de 2011, com a IN 62/2011, extinguiu-se o leite tipo B, passando a ser classificado
como “leite cru refrigerado” e, apo6s a pasteurizagdo, chamado de “leite

pasteurizado”. Porém, s6 aumentou mais a confusdo dos nomes e tipos de leite. Em
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suma, a ideia fundamental da lei era aumentar a qualidade do leite tipo C para B,
tendo somente os leites do tipo A e B, elevando dessa forma os parametros de
qualidade exigidos para o leite cru produzido no pais. Porém, ndo foi o que ocorreu
(BRASIL, 2002, 2011; MILKPOINT, 2014).

Atualmente, a legislacdo brasileira classifica o leite cru em: leite cru
refrigerado tipo A e leite cru refrigerado. O leite cru refrigerado tipo A origina o leite
pasteurizado tipo A e derivados lacteos, sendo produzido em granjas leiteiras que
respeitam varias exigéncias, como: a ordenha é obrigatoriamente mecanica,
realizada em sala propria, com canalizacéo em circuito fechado; ndo recebendo leite
de outros locais; e ndo havendo transporte do mesmo; com armazenamento em
tanques refrigeragdo (méaximo 4 °C); obedecendo parametros microbiolégicos e de
CCS (contagem de células somaticas). O resultado dessas exigéncias pode ser
constatado em sua qualidade, pois quanto menos contato do leite com 0 meio
externo menos contaminacdo ele esta sujeito, resultando em um prazo maior de
validade para o leite tipo A (BRASIL, 2002, 2011).

Ja o leite cru refrigerado, apos tratamento térmico adequado, pode originar:
o leite pasteurizado, o leite UHT e derivados lacteos. Nao ha nenhuma exigéncia
guanto ao tipo de ordenha para o leite cru refrigerado, podendo ser manual ou
mecanica, circuito fechado ou semiaberto. Seu transporte aos laticinios deve ser
feito por caminhdes isotérmicos em um prazo maximo de 48 horas, no qual o leite
deve permanecer obrigatoriamente refrigerado em tanques de expansdo a no
maximo 4°C ou tanques de imersdo a no maximo 7°C, ou ser entregue em até 2
horas apés a ordenha, em temperatura ambiente (BRASIL, 2002).

O leite pasteurizado, termo em homenagem ao bacteriologista Louis de
Pasteur, € todo leite cru que passa por um tratamento térmico nas temperaturas
entre 72 a 75 °C, inferior ao ponto de ebulicdo, durante 15 segundos, com imediato
esfriamento a 4 °C (PAULILO, 2001).

O leite UHT (Ultra High Temperature), também chamado de longa vida ou
ultrapasteurizado, é o leite que passa por um aquecimento entre 130 a 150 °C, por 2
a 4 segundos, seguido de resfriamento inferior a 32 °C. Durante este processo pelo
rapido aquecimento e resfriamento, pode ocorrer leve sedimentacado e gelatinizacéo.
Para evitar isso, 0 Regulamento do leite UHT (BRASIL, 1997) permite a adicdo de

até 0,1% de estabilizantes proteicos (citratos e/ou fosfatos sodico). Este tipo de leite



31

tem sido responséavel pelo crescimento do mercado de leite no Brasil, desde 1972,
pelo fato de ter durabilidade de 6 meses (SILVA, 2004; TAMANINI, 2012).

Nos mercados brasileiros existem somente trés tipos de leite fluido sendo
ofertados: o leite pasteurizado do tipo A; o leite pasteurizado e o leite UHT; todos
podem ser encontrados nos mercados brasileiros variando-se no seu teor de
gordura: integral (minimo 3,0%), semidesnatado (entre 0,6-2,9%) e desnatado
(maximo 0,5%). O leite pasteurizado é armazenado em sacos plasticos; e o leite
UHT, encaixotados em caixas de papeldao laminadas; ambos recipientes
esterilizados e lavados, popularmente chamados de “leite de saquinho” e “leite de
caixinha” ou leite longa vida, respectivamente (SOUZA, 2014; BRASIL, 2002).

1.6. ADULTERACOES E FRAUDES

Nesses ultimos anos, o leite € um dos alimentos mais envolvidos em noticas
sobre fraudes (MOORE; SPINK; LIPP, 2012). Os motivos das fraudes sao diversos,
desde uma simples adulteracdo feita por pequenos produtores pela falta de
infraestutura na refrigeracdo ou armazenamento do produto, até a um esquema de
empreendedores que objetivam aumentar os lucros, fornecendo produtos de
qualidade inferior ao recomendado legalmente, ndo s6 enganam aos consumidores
economicamente, mas também, expondo-os a elevados riscos de saulde,
dependendo do tipo da fraude. Como € o caso que ocorreu na China em 2008, onde
seis criangas entraram em Obito e mais de 300 mil pessoas adoeceram, apés terem
consumido leite adulterado com melamina, uma substancia téxica usada na
producdo de plasticos e fertilizantes que visavam simular um aumento no teor
proteico do leite apOs adicdo de agua (SHARMA; PARADAKAR, 2010).

Segundo o Regulamento de Inspecédo Industrial e Sanitaria de Produtos de
Origem Animal (RIISPOA), o leite é considerado fraudado, adulterado ou falsificado,
quando: for adicionado qualquer volume de agua, conservante, neutralizante ou
qualguer substancia estranha a sua composi¢ao; estiver fora de seus parametros de
qualidade; sofrer qualquer tipo de extracdo de sua composicao; e for exposto ao
consumo como leite cru ou fora de suas garantias rotuladas e verdadeiras. Se o leite
for constatado com qualquer destas caracteristicas, o produto sera considerado

como tal e imediatamente, todos os lotes serdo recolhidos dos mercados e
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industrias, sendo encaminhados para: fabricacdo de sabdo, caseina industrial,
fertilizante ou utilizado como racdo animal, quando for apropriado (BRASIL, 1997;
SILVA, 2013).

A adulteracéo no leite bovino pode ocorrer em diversas formas. A prinicpal
delas é a fraude por adicdo de agua, ndo sofisticada, mas é a mais comum.
Dificilmente ela ocorre de forma isolada, pois pode ser facilmente detecda pela prova
de densidade e/ou crioscopia. Por este motivo, 0s criminosos, conhecendo as
andlises de rotina, sofisticam e inovam, em adultera¢cdes com substancias que agem
como reconstituintes, neutralizantes e conservantes, visando dificultar a deteccao
dos mesmos no leite (FIRMINO et al., 2010; GIOMBELLI et al., 2011; MENDES et
al., 2010; SILVA et al., 2008; SOUZA et al., 2011; TRONCO, 2008).

Reconstituintes sdo substancias que mascaram a adicdo de agua no leite,
simulando aparentemente uma reconstituicdo da densidade do produto. Como por
exemplo, sal, acUcar, farinha, amido, soro de leite, uréia agricola, melamina e outros.
(TRONCO, 2008; SHARMA; PARADAKAR, 2010; ANVISA, 2013).

Neutralizantes sado substancias que regulam, controlam ou tamponam o pH
do leite em estado de deteriorizacdo. Ou seja, quando o leite encontra-se em
péssimas condi¢cdes de higiene, por falta de refrigeracdo apos a ordenha ou outro
motivo, apresenta um excesso de microrganismos no meio, que metaboliza a lactose
em acido latico e, consequentemente, eleva a acidez titulavel do produto. E essas
substancias, como a soda cadustica e o bicarbonato sédico, conseguem neutralizar a
acidez do meio (SANTOS; FONSECA, 2007; BRASIL, 2011a).

Os conservantes sdo substancias que agem diretamente no meio
microbioldgico do leite, com objetivo de reduzir, controlar ou eliminar a multiplicacao
dos meios bacterianos, virais e fangicos, que tém por funcdo a degradacdo da
materia organica do leite, aumentando assim, a durabilidade do produto (SILVA,
2013). Os conservantes mais utilizados sdo o cloro, hipoclorito sodico, agua
oxigenada e formol (TRONCO, 2008).

No Brasil, diversos esquemas de adulteracdo em leite foram descobertos,
dentre as fraudes todos tiveram relagdo com o aumento de volume de leite. Na
Tabela 5 estdo apresentadas algumas substancias utilizadas nas fraudes do leite
bovino brasileiro desde 1997 (KARTHEEK et al., 2011; TRONCO, 2008).
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Tabela 5. Substancias estranhas adicionadas ao leite e motivo de utilizacdo

Substéancia Motivo de utilizacéo

Amido . . .
Disfarcar a concentracdo inadequada de agua,

Sacarose .

g mantendo a densidade normal

Cloreto de sédio

Uréia

Bicarbonato de sédio Neutralizar o aumento da acidez do leite quando em

Hidroxido de sodio estado de deteriorizacdo

Peroxido de hidrogénio

For_m_ql : Conservar o leite, evitando a acdo de

Antibiético . :

e L microrganismos

Acido badrico

Acido salicilico

Fonte: Adaptado de Lisboa, Bossolani (1997).

Entretanto, a adulteracdo que tém preocupado e movimentado mais as
autoridades fiscais, como a ANVISA, é a fraude por adicdo de formol no leite.
Existem varios trabalhos cientificos e noticias que indicam a presenca de formol e
outras substéncias fraudulentas do leite.

No trabalho de Firmino et al. (2010), das sessenta amostras de leite cru
coletadas em lacticinios de Minas Gerais, 13% dessas amostras estavam com
formol e 40% com nitrato sédico. J& na trabalho de Souza et al. (2011) 86 % das
amostras de leite UHT, coletadas nos estados de S&o Paulo, Rio de Janeiro, Minas
Gerais, Parana, Rio Grande do Sul e Goias, estavam adulteradas com pelos menos
um tipo de adulterante: formol, peréxido de hidrogénio ou cloro; sendo que 44 % do
total de amostras continha formol.

Conforme descrito no inicio deste trabalho em 2013 ocorreu uma denuncia
por parte do Ministério Puablico do Rio Grande do Sul (MP-RS) juntamente com a
ANVISA da fraude do leite com &gua, uréia e formol em trés marcas conhecidas (G1,
2013). E no inicio de 2014, uma das ultimas noticias, com a Operacdo Leite
Compensado 4, o MP-RS realizou mandados de busca e apreensdo em oitos
cooperativas e tranportadoras do estado, que fraudavam o leite com soda caustica,
formol e agua oxigenada de duas marcas de empresas famosas. Segundo o MP-RS,
a escala do volume de leite adulterado esta na ordem de milhdes de litros,
considerando as operacdes anteriores iniciadas desde 2009, sendo que neste ultimo
cerca de 300 mil litros do produto foram comercializadas nas varias cidades do
Parana e de Sao Paulo. Segundo a noticia, uma das empresas afirmou em nota que

os lotes ditos pelo MP, passaram nos testes previstos pela legislacao e, que sé apés
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denuncia sobre a possivel contaminacdo do leite, decidiram, como medida
preventiva, recolher os lotes de leite UHT do mercado (VEJA, 2014; ANVISA 2013).

Em sintese, este cenério retrata os motivos dessas fraudes em leite. Além
da motivacdo financeira, a dificuldade de fiscalizagcdo dos orgdos responsaveis
(municipal, estadual e federal), e também, a falta da existéncia de punibilidade mais
severa, fazem com gue estes tipos de casos s6 aumentem, levando a prejuizos, ndo
sé financeiros aos consumidores, mas também a prejuizos quanto a sua saude
(KARTHEEK et al., 2011).

Mesmo com as normativas relacionadas com a normalidade do leite, mas
especificamente com a IN 62/2011, que determina a pesquisa de reconstituintes,
neutralizantes e conservantes, inclusive com a determinagdo de formol tendo que
ser feita em todos os tanques dos caminhdes transportadores de leite que chegam a
induUstria, ocorre que algumas provas sao de dificil execucéo, dentre elas, a prova
oficial para deteccao de formol que é demorada e elaborada, inviabilizando testes na

escala demandada.

2. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e validar um sistema instrumental & um
método para determinacdo quantitativa de formol em leite (cru, UHT, pasteurizado-integral e
desnatado) que seja rapido, confiavel, simples, comparavel aos métodos oficiais e aplicavel
a rotina do controle de qualidade de processo e produtos, utilizando como detector um
scanner de mesa convencional para capturar imagens digitais, analisando-as por modelo
RGB via software “lab-made”. Para isso, primeiramente os métodos espectrofotométrico UV-
Vis legislados no Brasil IN 68/2006 e NIOSH-3500(2):2003, em conjunto com o
cromatografico HPLC-PDA internacional NIOSH-2016(2):2003, deverdo ser avaliados e,
ap0s proposicdo de alternativas de execucdo mais rapidas, serem validados para servirem
como métodos de referéncia, para comparativo de desempenho e eficiéncia do sistema &

método proposto no uso laboratorial.
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CAPITULO 2
AVALIACAO DOS METODOS
RECOMENDADOS COMO
OFICIAIS PARA ANALISE DE
FORMOL EM LEITE
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AVALIACAO DOS METODOS RECOMENDADOS COMO OFICIAIS PARA
ANALISE DE FORMOL EM LEITE

1. INTRODUCAO

Atualmente, a andlise de formol em leite legislada no Brasil encontra-se
especificada na Instrucdo Normativa N° 68/2006, no tépico Métodos Analiticos
Fisico-Quimicos Oficiais para Leite e Produtos Lacteos (BRASIL, 2006). A norma
classifica o0 método como qualitativo, o qual indicara se ha ou ndo a presenca do
conservante no produto. Se houver formol o leite € destinado a fabricacdo de sabéo
e caseina industrial (SILVA, 2013).

O método legislado IN 68/2006 pode ser dividido em duas etapas: a primeira
consiste na preparacdo da amostra por separacédo de formol por destilacdo simples;
e a segunda, trata-se da reacdo de derivatizacdo do formol com &cido cromotrépico
para deteccdo por UV-Vis (BRASIL, 2006). Apesar da IN 68/2006 considera-lo
apenas como meétodo qualitativo, muitos trabalhos e livros que classificam a etapa
de derivatizacdo como quantitativa para métodos espectrofotométricos (FAGNANI et
al., 2002, 2003; DAR et al., 2012; NIOSH-3500, 2003c). A consideragdao sobre
classificar a IN 68/2006 como qualitativa, baseia-se na sensibilidade obtida pela
reacao entre o acido cromotrépico e o formol, uma vez que esta reacdo € utilizada
na quimica desde 1937, tendo sido comprovada por Georghiou e Ho em 1989
(GASPARINI et al., 2008; GEORGHIOU, HO, 1989).

Na versdo original do método de Georghiou e Ho (1989) esses
recomendavam a utilizacdo de agua destilada nos captadores ou recolhedores de
formaldeido. As aliquotas com formol misturadas ao acido cromotrépico e acido
sulfarico concentrado, gerariam assim, um produto p-quinoidal de coloracdo
violacea, quantificavel por espectrofotometro (NIOSH, 2003c; SILVA, 2013). Todavia,
0 método original exibia problemas com a estabilidade do formaldeido ao longo do
tempo e variava de acordo com o tipo de frasco utilizado para o armazenamento
(MACFADYEN, 1945). Segundo MacFadyen (1945), o método foi refinado com o uso
de uma solucdo de bissulfito sodico a 1% em banho-maria, o qual garantiria a
completa formacdo do complexo p-quinoidal, aumentando sua eficiéncia de 80%

para 95%. Essas mudancas foram incorporadas na versdo mais recente do método,
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publicado pelo NIOSH-3500(2) (2003c). E importante ressaltar que o manual
internacional NIOSH tras apenas recomendac¢des do uso do derivatizante frente o
formaldeido em diferentes equipamentos/detectores, como: o 2541(2)(NIOSH,
2003a) que analisa o complexo formado entre o formaldeido e a oxazolidina via
cromatografia gasosa com detector de ionizacdo em chama (CG-FID); o 2016(2)
(NIOSH, 2003b), em que o formaldeido é derivatizado com 2,4-dinitrofenilhidrazina
(DNPH), analisado via HPLC-DAD; e o 3500(2) (NIOSH, 2003c) que analisa o
complexo formaldeido-acido cromotropico, detectado via UV-Vis.

Com o decorrer dos anos, ainda sdo encontrados trabalhos que relatam
problemas com este método de derivatizacdo. No trabalho de Georghiou e Ho
(1989), os autores esbocaram possiveis etapas da reacdo de derivatizacdo, para
explicitacdo da variacdo de cor em uma mesma amostra, mais bem explicado por
Fagnani (2003) que percebeu pelo mecanismo reacional de formacédo do complexo,
que este dependia apenas da concentracdo de H*, ndo necessariamente do &cido
sulfarico. Fagnani (2003) e Gasparini et al. (2008) relataram problemas com o uso do
acido sulfurico na reacédo, pois, além de elevada periculosidade ao analista e ao
meio ambiente, 0 mesmo era influenciado por diferentes ambientes atmosféricos (Ar,
N2 ou O,). Assim testaram acidos menos corrosivos e outras substancias nao toxicas
mantendo ambientes fixos, concluindo assim, que o acido sulfarico poderia ser
substituido sem diferencgas significativas.

Além disso, tém-se noticiado que o método IN 68/2006 demanda elevado
tempo de andlise. Recentemente, nas Operacdes Leite Compensado, o farmacéutico
Fabiano Barreto, um dos supervisores técnicos do Laboratério Nacional
Agropecuario no Rio Grande do Sul (LANAGRO-RS), afirmou que utilizando este
método oficial em 60 amostras de leite, demorou cerca de 15 dias para avaliar a
presenca ou ndo de formol, ou seja, aproximadamente 4 amostras/dia. Devido ao
elevado tempo, os técnicos desenvolverem uma metodologia, ndo descrita, porém
gue garante eficacia de analise, multidetectividade e quantificacdo de formol e outros
interferentes em até 24 horas (ZH, 2013; G1,2014).

Com intuito de validar o método oficial legislado IN 68/2006, este capitulo ir&
avaliar o pré-tratamento da amostra segundo a IN 68/2006, incorporando a
derivatizacdo do método recomendado como oficial NIOSH-3500(2):2003,
encontrado no manual NIOSH, com deteccdo UV-Vis, na tentativa de torna-lo mais

rapido e quantitativo. Em outra etapa, sera avaliado o NIOSH-2016(2):2003, que se
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baseia em um método que utiliza a cromatografia liquida de alta eficiéncia com
detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD, ou em inglés HPLC-PDA), objetivando
conseguir um método que gere resultados confiaveis para serem utilizados como
referéncia frente ao método proposto do AID-Scanner. Nessa avaliacdo serao
consideradas algumas possibilidades de adaptacdes e melhorias visando minimizar

0 tempo para o preparo de amostra e a capacidade de quantificagcao.

1.1. FormoL

O formol, também popularmente chamado de formalina, € uma solugcéo
aquosa de formaldeido na concentracdo de 35 a 50% (m/m), estabilizado em &lcool
de 6-15%. O formaldeido ou metanal é uma molécula simples apresentando a
funcdo carbonila (H,C=0). Devido a essa simplicidade, é altamente volatil a
temperatura ambiente, polimerizar-se em meio aquoso e, também se oxida em
metanol (IARC, 2006; IPCS, 2002). Esta elevada reatividade, faz com que o formol
seja altamente toxico ao ser ingerido, inalado ou em contato com a pele, por via
intravenosa, intraperitoneal ou subcutanea, pois reage mutagenicamente com as
células sadias transformando-as em células carcinogénicas (INCA, 2015). Por este
motivo, esta substancia foi proibida de ser usada em varios setores, como o0 de
beleza, cosmético e alimenticio. E, nos setores em que € ainda utilizada, existe um
limite legal de exposi¢ao do formol ao homem, o qual se ndo obedecido pode levar a
efeitos prejudiciais a saude, além de multas as empresas (ANVISA, 2005b; 2013)

(Tabela 6).

Tabela 6. Possiveis efeitos da exposicdo de formol em seres humanos

Concentracado media

Tempo médio de exposicdo Efeitos a saude
de formol (ppm)
0,8a1,0 Seguidas Exposicdes Percepcéo olfativa
Até 2,0 Unica vez ou exposicdes repetidas Irritante aos olhos, nariz e
garganta

Lacrimacéo e intolerancia por

3,0a5,0 30 minutos
algumas pessoas
10,0 a 20,0 Tempo n&o especificado Dificuldade na respiracéo e
forte lacrimacéo
25,0a50,0 Tempo n&o especificado Edema pulmonar,

pneumonia, perigo de vida

50,0 a 100,0 Tempo nao especificado Pode causar a morte

Fonte: adaptado do INCA(2015).
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1.2. METODOS DE ANALISE DE FORMOL

Segundo o Instituto Nacional de Seguranca e Saude Ocupacional - “National
Institute for Occupational Safety and Health” (NIOSH), o formol pode ser analisado
oficialmente por trés métodos: espectrofotometria UV-Visivel empregando acido
cromotrépico (NIOSH-3500(2), NIOSH, 2003c); cromatografia liquida de alta
eficiéncia com deteccéo por arranjo de diodos (CLAE-DAD, ou do inglés HPLC-PDA)
usando 2,4 — difenilhidrazina (DNPH) (NIOSH-2016(2), NIOSH, 2003b); e com
derivatizante oxazolidina por cromatografia gasosa com ionizagao de chama (CG-IC,
ou do inglés GC-FID)(NIOSH-2541(2), NIOSH, 2003a). Estes métodos
recomendados como oficiais podem ser encontrados em diversos trabalhos da
literatura aplicados a diferentes tipos de ambientes e matrizes, que vao desde uma
simples deteccdo de formol em ar ou agua, até uma analise complexa em produtos
cosméticos, de limpeza e alimentos. Como nos trabalhos de Pierotti (1990), que
detectaram o formol via GC-FID no ar atmosférico; ou como proposto por Velikonja
et al. (1995) que analisaram o formol em agua, fazendo uma comparacao entre os
métodos citados. Gryllaki-Berger et al. (1992) trazem uma comparacdo entre 0S
métodos UV-Vis utilizando &cido cromotropico como derivatizante, UV-Vis aplicando
acetilacetona (Reagente de Nash) e HPLC com DNPH para analise de formol em
produtos cosméticos e de limpeza geral. JA na area alimenticia Liu et al. (2005)
analisaram formol em cogumelos (shiitake) por HPLC-PDA. Também podem ser
encontrados trabalhos com outros métodos néo oficiais, como a fluorimetria (WANG
et al.,, 2010; ZHEN et al., 2007), a polarografia (ZHANG, ZHANG, HE, 2002) e os
sensores eletroquimicos (ZHAO, LI, JIAO, 2006), porém para matrizes mais simples,
como ar e agua.

Para uma matriz mais complexa, como o leite, composta por suspensdes
insoltveis de macromoléculas (gorduras, proteinas e outras particulas), &€ necessario
um preparo de amostra com etapa de limpeza (clean-up) (BANDEIRA et al., 2014;
KOLBERG et al., 2009). Esta etapa de clean-up é fundamental, pois reduz as
interferéncias e o efeito de matriz nos diversos tipos de detectores, como nos
espectrofotometros UV-Vis, que realizam a quantificacdo pela transmitancia
(passagem) de luz. As grandes particulas, se nao retiradas, tornam-se interferentes

que dispersam a luz (chamado de efeito Tyndall), impossibilitando uma quantificacdo
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confiavel e real (SMITH, 2005; PIVELI, 2014). Para que as analises de formol sejam
bem sucedidas, é importante prestar atencdo ao preparo da amostra/matriz em que
o formol pode estar; a forma de deteccédo; e ao uso de agente derivatizante
(BANDEIRA et al.,, 2014).0 formol pode ser determinado por diversos métodos,
entretanto a sua analise dependera diretamente da necessidade ou ndo do preparo
de amostra.

Nos métodos cromatogréficos, o preparo de amostra, além da eliminagéo de
interferentes no clean-up, € fundamental para a manutencdo do sistema
cromatografico, principalmente para preservar a vida Utii das colunas
cromatograficas - gasosa ou liquida, uma vez que as macromoléculas podem
ocasionar seu entupimento (BANDEIRA et al., 2014; PRESTES et al., 2013). E, para
0s métodos eletroquimicos, quanto menor o numero de particulas interferentes
melhores os sinais de oxidacdo ou reducdo, e menor possibilidade de degradacao
do eletrodo. Portanto, a escolha do preparo de amostra adequado, que separe ou
isole o analito de interesse sem prejudicar a analise é crucial (PRESTES et al.,
2013).

Existem diversos trabalhos sobre extracdo de formol, mas em matrizes
distintas, mais simples e purificadas, que o leite. A maioria dos trabalhos utiliza a
extracao de formol por algum solvente orgénico, uma extracdo do tipo liquido-liquido
(ELL, ou do inglés LLE), ou uma extragdo em cartuchos de fase soélida (SPE). Neste
caso a extracdo dependera sempre do tipo de matriz do agente derivatizante e do
detector utilizado (BARRIONUEVO, LANCAS, 2001; MARTINS et al., 2013;
COTSARIS, NICHOLSON, 1993; KOLBERG et al.,, 2009; MARTINS et al., 2012,
SABIN et al., 2009).

A técnica utilizada na separacdo do formol do leite bovino na IN 68/2006
baseia-se na destilacdo simples. A destilagdo simples € um processo de separagado
de uma mistura com duas ou mais substancias de volatilidades diferentes entre si,
em que uma destas fases sera condensada em outro compartimento. Este processo
€ baseado no equilibrio liquido-vapor de misturas, normalmente, usado com o
objetivo de separar um dado volume de produto presente, em uma mistura de

produtos com maior valor agregado.
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2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Este capitulo tem como objetivo avaliar e validar os métodos
espectrofotométrico UV-Vis legislado IN 68/2006 para determinacao de formol em
leite bovino, frente ao método HPLC/PDA (NIOSH-2016(2):2003, também oficial),
propondo modificacbes para torna-los mais simples, seguros e rapidos, para
servirem como métodos de referéncia, para avaliar o desempenho de novos
sistemas & métodos propostos, como 0 baseado em imagens digitais (AID-scanner

— Capitulo 3), e aplicaveis a rotina industriais.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 REAGENTES E MATERIAIS

Para a realizagcdo do experimento foi utilizado formol p.a. (Dinamica,
Diadema, Brasil) com teor de 37,0 % (m/m), mantido em geladeira de 6 a 10 °C. E
0S reagentes p.a. utilizados foram: acido sulfarico 97% (Merck, Darmstadt,
Alemanha); acido cromotrépico (Ci1oHsOsS,) (Merck, Darmstadt, Alemanha); acido
fosforico 85,0% (Merck, Darmstadt, Alemanha); 2,4 — Dinitrofenilhidrazina ou DNPH
(Merck, Darmstadt, Alemanha); Acetonitrila grau HPLC (J.T. Baker®; Philipsburg,
NJ, EUA); 4gua ultrapura Milli-Q® (Millipore, Billerica, MA, EUA).

Os materiais utilizados foram: balfes volumétricos de 25, 50 e 100 mL
(Vidrolabor, Poa, SP, Brasil); baldo de fundo redondo de 250 mL (Vidrolabor, Poa,
Séo Paulo, Brasil); manta aquecedora 500 mL (Fisatom, S&o Paulo, Brasil); funil de
vidro (Vidrolabor, Poa, SP, Brasil); frascos eppendorf 2 mL (Bioplast, Porto Alegre,
RS, Brasil); pipetas volumétricas de 2, 5 e 10 mL (Pyrex, Nova lorque, EUA);
balanca analitica Shimadzu 200AX (Shimadzu, Quioto, Jap&o), micropipetas
(LABMATE, St. Albans, Inglaterra); Agitador de tubo tipo vortex 3800 RPM(VX-38
Warmnest, EUA); Purificador de &gua ultrapura MILLI-Q® (18,2 MQ cm™ a 25 °C,
Simplicity 185, Millipore, Billerica, MA, USA); Sonicador Ultrassénico Elmasonic P

(Elma, Singen, Alemanha); membrana filtrante de politetrafluoretiieno (PTFE)
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descartaveis com diametro de 13 mm (0,45 um, Millipore®, Darmstadt, Alemanha) e

frascos (vials) ambar 2,0 mL (Agilent, Walsdorf, Alemanha).

3.2 EQUIPAMENTOS E ACESSORIOS

Para realizagdo da analise espectrofotométrica de formol utilizou-se o
espectrofotometro UV-Mini 1240 (Shimadzu, Quioto, Japao) que realiza varreduras
continuas na faixa de 190 nm até 1100 nm. Os espectros podem ser projetados
dentro de poucos segundos no préprio painel, podendo ser impressos ou entao
enviados para um microcomputador pela porta serial RS232.

No desenvolvimento e validacdo utilizando o método de cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE ou HPLC) empregou-se o cromatografo Waters
Alliance 2695 (Milford, MA, EUA), composto por cinco frascos para armazenagem
da fase movel; bomba com gerenciador de solvente quaternario e desgaseificador;
autoamostrador; uma coluna C18 (X-Terra, Waters®, 4,6 mm d.i. x 25 cm, 5 um,
Milford, MA, EUA); conectado com um detector UV-VIS Waters 2487; controlado

pelo software Empower 2.0, para aquisi¢ao e tratamento de dados pelo computador.

3.3 PROCEDIMENTO DOS METODOS

3.3.1. PREPARO DA CURVA ANALITICA

As amostras utilizadas para validacdo dos métodos deste capitulo (método
UV-Vis baseado na IN 68/2006 e o meétodo HPLC-PDA baseado na NIOSH-
2016(2):2003) utilizaram cincos tipos de leite bovino: cru, UHT integral e desnatado;
e pasteurizado integral e desnatado. As amostras de leite cru foram fornecidas pelo
Laboratério de Inspecéo de Produto de Origem Animal (LIPOA) do Departamento de
Medicina Veterinaria Preventiva da Universidade Estadual de Londrina (Parand,
Brasil) e as demais amostras foram compradas em estabelecimentos comerciais de

Londrina. Para cada tipo de leite, construiram-se curvas analiticas, com adi¢do de
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formol (37,0% m/m), nas concentracbes de 0,005; 0,015; 0,025; 0,050; 0,075 e
0,100% (v/v), equivalendo a 18,5; 55,5; 92,5; 185,0; 277,5; e 370,0 mg L™ ou ppm.
Essa faixa de concentracdo para adulteracdo com formol foi escolhida para
este estudo, baseando-se no trabalho realizado por Silva (2013), que teve como
objetivo avaliar a eficiéncia de agentes ou substancias inibidoras, como o formol,
guanto a capacidade em controlar o crescimento microbiano no leite cru, averiguado
por provas inespecificas qualitativas do tipo positivo-negativo. Por estes ensaios 0
formol j& demostrou-se efetivo na concentracdo de 0,005 % (18,5 ppm) deste

adulterante.

3.3.2.  METODO PARA DETERMINAGAO DE FORMOL EM LEITE ESPECTROFOTOMETRICO UV-
VIs LEGISLADO (IN 68/2006)

No preparo de amostra pela IN 68/2006, utilizou-se a cada 100 mL de leite
homogeneizado de 100 a 150 mL de agua adicionados juntamente com 2,0 mL de
acido fosforico p.a. em um baldo de fundo redondo de 250 mL. Posteriormente, o
baldo é acoplado & uma manta aquecedora e & um sistema de destilacdo simples,
onde é recolhido um volume final de aproximadamente 50 mL do produto destilado.
As coletas das amostras destiladas foram feitas em frascos com tampas,
armazenados em geladeira, para posterior derivatizacao.

Apés a etapa de separacdo do formol, aplicou-se o procedimento de
derivatizacdo com &cido cromotropico, descrito em detalhes nos trabalhos de
Georghiou e Ho (1989) e Fagnani et al. (2003), em que um mililitro do destilado ou
extrato filtrado é adicionado em tubo de ensaio, juntamente com 5 mL de acido
cromotropico a 0,5% (m/v, dissolvido em &cido sulfarico a 72% e conservado em
frasco ambar). As solugdes foram agitadas e colocadas em banho-maria a 80 °C por
20 minutos. ApoOs a aparicdo da coloragao violacea, as amostras foram diluidas em
agua, na proporcdo de 1:10 (v/v) e analisadas no espectrofotdmetro UV-Vis em
comprimento de onda maximo (Amax) de 570 nm (NIOSH-3500(2):2003).
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3.3.3. METODO DE PREPARO DE AMOSTRA ALTERNATIVO PROPOSTO POR SOLVENTE

ORGANICO

Outro método alternativo a destilacdo proposto para separacdo de formol do
leite foi a extracdo por solvente organico. Este procedimento baseou-se nos
trabalhos de Acquaro Junior et al. (2013) e Soman, Qiu e Chan Li (2008). O trabalho
de Acquaro Junior et. al (2013) empregou para extracdo de lactose do leite em
diferentes solventes organicos (metanol, agua, acetona e etanol) e no trabalho de
Soman, Qiu e Chan Li (2008) utilizou acetonitrila para extrair formol de drogas. Em
ambos 0s casos 0s solventes organicos (metanol, etanol, acetona e acetonitrila)
serviram para a realizagéo a limpeza (clean-up) da amostra, facilitando a extracéo do
analito desejado. Neste trabalho, a acetonitrila (ACN) foi utilizada com intuito de
minimizar o meio proteico do leite, facilitando a etapa de extracdo do formol
necessaria no caso dos métodos espectrofotométricos (UV-Vis) pela dispersao da
radiacdo incidente e transmitida e, no cromatografico (HPLC-PDA) por causar
entupimento da coluna e falta de resolugao.

O método parte de uma mistura de um mililitro de leite com volume
equivalente de acetonitrila em um recipiente vedado de 3,0 mL. Posteriormente, esta
mistura € agitada em vortex (VX-38, Warmnest, EUA) a 3.800 rpm por 1 minuto e
separada em centrifuga de eppendorf (MiniSpin® C1008, Eppendorf, Hamburg,
Alemanha) a 6000 rpm por 5 minutos. Finalmente, o sobrenadante € filtrado em
membrana filtrante de PTFE descartaveis com diametro de 13,0 mm (0,45 pm,
Millipore®). Os extratos foram armazenados em geladeira em frascos com tampas,
para posteriores analises no UV-Vis e HPLC.

O procedimento de derivatizacdo para o método HPLC-PDA, descrito no
manual de métodos analiticos NIOSH-2016(2) (NIOSH, 2003c) e mais detalhado por
De Oliveira e Andrade (1993) foi aplicado com modificagbes. Para meio mililitro de
destilado ou extrato filtrado, adicionou-se 1,0 mL de solucdo de 2,4 -
dinitrofenilhidrazina ou DNPH 0,08% (m/v), homogeneizado em frasco(do inglés vial)
ambar de 2,0 mL. Os vials foram sonicados em ultrassom (Elmasonic P) por 10
minutos em frequéncia de 80 Hz a temperatura ambiente. Lembrando que nesta
etapa, todas as vidrarias utilizadas foram de material ambar, uma vez que o
reagente derivatizante, DNPH, € um composto fotossensivel (OSHA, 2004). Na

sequéncia as amostras foram injetadas em cromatdgrafo a liquido da Waters
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Alliance 2695, onde as condi¢cdes cromatograficas foram: fase movel — ACN:agua
(60:40, v/v); vazdo - 1,0 mL min™*; tempo de corrida - 10 minutos; comprimento de
onda maximo (Amax = 350 nm) (NIOSH-2016(2):2003).

3.3.4. ESQUEMA DOS PROCEDIMENTOS RECOMENDADOS COMO OFICIAIS PARA ANALISE DE

FORMOL

Para uma melhor compreensdo dos procedimentos realizados neste
capitulo, o esquema da Figura 1, traz resumidamente as etapas de preparo de
amostra da extragéo de formol e derivatizagdo pelo método legislado IN 68/2006 e
pelo método alternativo proposto por Soman, Qiu e Chan Li (2008) adaptado de
drogas para o leite.

Figura 1. Fluxograma dos procedimentos metodoldgicos executados no Capitulo 2

Métodos propostos (EUA)

Amostra de leite Adaptado de:

Acquaro Jr. et al. (2043)
Soman, Giue Chan Li (2008)

ndo quantitativo

| ‘l’ Preparode Amostra
Destilacio: Extragio por soheants [1:1, whi)
- 100 mL de b - 1,0 mL = leita
- 100 2 150 miL de H;O - 1,0 mL da ACH=
- ¥ mL d& H, PO, conc Lpgitacio sm vortss por 1 min
Codetar 50 mL do destilade (=2h) Cantrifupscho: G000 rpm por S min

Reagao de derivatfizagao

Derivatizacio: Derru*atl@: Derru*atl@:
-1E-'nL-:1-=--:195% 300 - 1,0 mL do destilsto - 0,5 mL do 1
50 mL ACT 0.5%* - 50 mL g8 ACT 0.5%* - 1,0 mL 5 2.4 - DNPH= 0,05%
Banho-Maria {S0°C) - 20mmin Banho-Maria (20°C}-20min || Sonkcagio (20Hz) 25:C- 5 min
Diukao: Hz',_,c,_ﬁ!:-r_,_,_,:, Msmbrana PTFE 0.45 pm Msmbrana PTFE 0,45 pm
10 (viv Diluk30: HCHO-ACT:H Diluk3o: HCHO-ACT:H
ﬁ—l—l"_ 1210 [viv) 110 [viv]

Lefturas no UV-135 : Maoin)stou-se no
ez = 570 NN HPLCHPFDL peio
{NE BH-J500 AT ) pH multo acido

I::-z-tarmlna;;m am -y Andlisa HPLCHPDA (T minj
Ay = 510 M A = 350 UM

(IR S H- S0 00 (M EH-20 152005

*ACT: Schi0 cromotropico. =ACH: acetonitrita. |
=~DNPH: 24 - dinftrofeniinidrazing. Métodos oficiais de referhl.l'n desenvolvidos e validade

Fonte: Proprio autor - Laboratério DIA — UEL(2016).
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3.4  PARAMETROS DA VALIDACAO ANALITICA

Os dois métodos espectrofotométrico (UV-Vis) e cromatografico (HPLC-
PDA) foram validados segundo a RDC n° 899/2003 da ANVISA avaliando-se os
parametros de: especificidade e seletividade, linearidade e faixa dinamica de
trabalho, precisdo (repetitividade — intra-dia) e precisao intermediaria (inter-dias),
exatiddo (recuperacao), limite de deteccédo (LD), limite de quantificacdo (LQ) e
estabilidade da solugéo. Os limites de deteccdo e o limite se quantificagdo foram
calculados matematicamente através da relacdo entre o desvio padrdo do intercepto
da curva de calibracédo e sua inclinacdo, usando o fator multiplicador sugerido pela

norma, de acordo com as Equacdes 1 e 2.

=223 pia
L0 = DPyx 10 Ea.(2

Em que:

IC é ainclinagdo da curva

DPy, € o0 desvio padrdo do intercepto com eixo y das trés curvas analiticas
construidas em triplicata (BRASIL, 2003).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1  AVALIACOES PRELIMINARES

4.1.1. MEeToDO LEGISLADO (IN 68/2006)

Os testes preliminares referentes ao método legislado reforcam os
cometarios reportados pelos ténicos do laboratério LANAGRO-RS (ZH, 2013), com
relacdo ao exacerbado tempo de analise. A montagem do sistema de destilacdo

(Figura 2) e o preparo da mistura de leite no baldo séo relativamente simples e
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rapidos, entretanto, o tempo de destilacdo com relacdo ao volume de destilado a ser
coletado, o torna inviavel para analise em rotina industrial. O tempo de destilagdo por
amostra foi de aproximadamente 2 horas, sem contar o tempo de limpeza e
secagem das vidrarias do sistema destilador. Caso nao haja a limpeza adequada a
possibilidade de contaminacées com formol em outras amostras é grande (SILVA,
2013).

Figura 2. Sistema de destilacdo simples e a resultado da prova com &cido
cromotroépico utilizado pelo método IN 68/2006

Fonte: Laboratdrio de Inspec¢éo de Produto de Origem Animal (LIPOA/UEL)(2015).

Além do demasiado tempo gasto na destilagédo, apos as diluicbes dos pontos
da curva analitica, notou-se visualmente que ndo houve uma escala crescente da
coloracdo violacea e em alguns pontos que deveriam apresentar o formol, ndo

aparentavam ter a presenca de formol, como indicado na Figura 3.

Figura 3. Umas das replicatas dos pontos diluidos da curva analitica, apoés
destilacdo simples e derivatizacdo com acido cromotrépico IN 68/2006

Fonte: Proprio autor - Laboratério DIA — UEL (2015).
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Na tentativa de validar o método IN 68/2006, varreduras do &cido
cromotropico (ACT) e de seu o complexo formol-acido cromotrépico (HCHO-ACT)
foram feitas no espectrofotdmetro UV-Vis (UV-Mini 1240, Shimadzu) no comprimento
de onda méximo de 570 nm, ambas representadas na Figura 4(a), condizentes com
a literatura (NIOSH-3500(2):2003). Ja na Figura 4(b), sdo mostrados os pontos da
curva analitica feita em triplicata (n=3) apds diluicdo (1:10 v/v) em &gua, nas

concentracdes entre 0,62 a 12,34 mg L™.

Figura 4. Método UV-Vis empregando a destilacdo na etapa do preparo da amostra
e derivatizacdo com acido cromotrépico (IN 68, Fig. 1A). (a) Varredura do
acido cromotrépico (ACT - branco) e do complexo formol-acido cromotropico
(HCHO-ACT). (b) Curva analitica triplicata (n=3) empregando a destilacdo de
leite para a extracdo do formol (IN 68/2006) derivatizado com &cido
cromotropico* (NIOSH-3500(2):2003)(Fig. 3).

v,4u

1,0

03— HCHO-ACT A =570 A Curva analitica da IN68/2006
© 03] max nm = 08 L— Linha de tendéncia
= -
- 05t 3 06 y =0,0243x + 0,139
S o2l 3 | R*=0,561
«T = A
2 o151 S 041 a
o S
2 0101 § : 2 4 "
< oosl < %21,z R .

0,00 ’ ’ ’ ’ ’ 0,0 : : : : : : :

400 450 500 550 600 650 700 0 2 4 6 8 10 12 14
Comprimento de onda (nm) [Formol] (mg.L")

(a) (b)

*(b) Formol em diferentes concentragées (0,62; 1,85; 3,08; 6,17; 9,25; 12,34 mg L'l) apos extracao do formol do
leite através da destilacdo (100 mL de leite+100 mL de agua+2 mL de H3PO. submetidos a destilacéo até a
coleta de 50 mL do destilado), derivatizacdo pela reagdo (1 mL do destilado do leite + 5 mL de acido
cromotrépico a 0,5% em H,SO4 72%, mantidos em banho-maria 80°C por 20 min), diluido em agua 1:10 (v/v),
lido em espectrofotdbmetro UV-Mini 1240 (Shimadzu) A de 570 nm.

Fonte: Proprio autor - Laboratério DIA — UEL (2015).

A curva analitica empregada na validagcdo do método analitico IN 68/2016
(Figura 4(b)) mostrou-se ineficaz para a quantificagdo do formol em leite, uma vez
gue indicou baixa correlacdo quando aplicada a regresséao linear entre os valores de
absorbancias e as concentracdes de formol, representada pelo coeficiente de
determinacao (R2= 0,561). Este método poderia ser utilizado como prova qualitativa,
segundo a Instrutiva Normativa n° 68 de 2006, para faixa de concentracdo de 18,5 a
370,0 mg L™, a mesma que Silva (2013) utilizou em seu trabalho. Entretanto, abaixo
desta faixa de concentracdo, esse método ndo se mostrou adequado, pois a técnica
de destilagdo simples mostrou baixa precisao (repetitividade) em varios pontos de
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concentracdes da curva apoés diluicdo (Figura 3), sendo ndo quantitativo na faixa de
0,62a12,34 mg L™

Uma tentativa de reducdo no tempo de destilagdo foi feita coletando-se
volumes menores do destilado (< 50,0 mL). Mesmo procurando-se manter a
temperatura controlada, pelo controle de aquecimento da manta, em sistema
fechado, ndo foi possivel verificar a presenca de formol em algumas amostras.
Mesmo com tentativas de se manter os valores fixos de tempo em fung¢do do volume
final de destilacdo, o formol em cada amostra pareceu sofrer volatilizacdo e/ou
condensacdao variaveis. Portanto, este problema pode ser atribuido as variacdes de
temperatura e a solubilidade do formol. O formaldeido € um composto altamente
volatil (ponto de ebulicdo = -19,2°C) e sua solubilidade e sua estabilidade em &gua
depende muito da presenca de um agente estabilizante, como o metanol, segundo
Alves, Aciole (2012). Entretanto, no procedimento descrito pelo método da IN
68/2006, ndo se recomenda a utilizacdo de nenhum estabilizante como metanol ou
bissulfito de sdédio durante a coleta da destilagdo. Diferentemente, no método da
NIOSH-3500(2):2003 em que foram implementados refinamentos citados no trabalho
de MacFadrye (1945), com o uso de bissulfito sddico 1,0% em frasco de vidro
vedado. Outra possibilidade seria 0 uso de um excesso de metanol durante o
processo de coleta do destilado, nédo realizado, considerando-se que seria inviavel
para a analise em rotina industrial, pela toxicidade do metanol.

As desvantagens do método IN 68/2006 ainda estédo na utilizacdo de acidos
de elevado grau de periculosidade para os analistas e prejudiciais ao meio ambiente,
de acordo com Gasparini et al. (2008). Tanto o &cido fosforico, usado no processo
de destilacdo, quanto o acido sulfurico, utilizado na preparacdo do acido
cromotropico, contribuem efetivamente para o baixissimo pH das amostras
destiladas. Para evitar problemas com a coluna cromatografica C-18 X-Terra
utilizada neste trabalho que suporta a faixa de pH de 2 a 8, considerando o pH &cido
das amostras obtidas por destilacdo, essas ndo foram injetadas no cromatégrafo
liquido. Apesar de Fagnani et al. (2003) e Gasparini et al. (2008), apresentarem em
seus trabalhos acidos com menor potencial corrosivo e, outros compostos basicos
para reacdo de derivatizacdo do formol com o acido cromotropico, a questao do

elevado tempo analitico gasto para a destilagdo, continuava a ser um problema.
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Portanto, visando obter uma alternativa mais rapida e simples, aplicou-se o
método de extracdo de formol por solventes organicos, baseados nos trabalhos de

Acquaro Jr (2013) e Soman, Qiu, Chan Li (2008), com adaptacdes para o leite.

4.1.2. METODO DE PREPARO DE AMOSTRA PROPOSTO PARA EXTRAGCAO DO FORMOL EM

LEITE POR SOLVENTE ORGANICO

O método de preparo de amostra utilizando acetonitrila na etapa de clean-up
e extracdo do formol do leite, feito tomando-se uma aliquota de leite e adicionando-
se acetonitrila na propor¢do de 1:1 (v/v), apresentou-se mais adequado para a
guantificacdo de formol comparado a destilagcdo da IN 68/2006, pois, diferentemente
da Figura 3, em que algumas amostras ndo apresentaram a cor violacea do

complexo HCHO-ACT, observa-se na Figura 5 uma graduacé&o definida.

Figura 5. Pontos da curva analitica diluidos com agua nas concentracdes de formol
(0,62; 1,85; 3,08; 6,17; 9,25; 12,34 mg L™) apds clean-up do leite e
extracdo por solvente organico na proporcao 1:1 (v/v) com acetonitrila,
segundo Acquaro Jr (2013) e Soman, Qiu e Chan Li (2008),
alternativamente a destilacdo da IN 68/2006, seguida da derivatizacao
com &cido cromotrépico segundo NIOSH-3500(2):2003.

Fonte: Proprio autor - Laboratério DIA — UEL (2015).

Com objetivo de diminuir o tempo do preparo de amostra, a utilizacdo de
solvente organico, seguiu os trabalhos de Acquaro Jr (2013) e Soman, Qiu e Chan Li
(2008), em que a extracdo do analito ocorre por semelhanca de polaridade. O
principio da técnica no leite parte da desnaturacao das proteinas (desproteinizacéo)
pela mudanca de polaridade do meio, causada pelo solvente organico

(LEHNINGER, 1995). Alguns trabalhos relatam que o formol se liga as moléculas de
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caseina, porém, apo6s a adicdo de acetonitrila, essas particulas desnaturam-se
ficando suspensas no leite, evitando assim a agregacdo micelar (LEHNINGER,
1995; DATTA; DEETH, 2001). Em contrapartida as macromoléculas hidrofdbicas,
como gorduras e algumas vitaminas, geralmente de caratér mais apolares, acabam
tornando-se mais soluveis e mais densas nesse meio, ocorrendo assim certa
precipitacdo das mesmas (LEHNINGER, 1995). Assim, a centrifugagcdo por 5
minutos, objetivou acelerar a precipitagdo das particulas em suspensdo,
promovendo a separacao das fases.

A utilizacdo da técnica de extracdo em fase sélida (SPE) empregando
cartuchos extratores mostrou-se inadequada, uma vez que houve entupimento,
durante o procedimento. Pois, apesar de parte dos compostos solidos estarem
precipitados, o sobrenadante ndo estava apenas com o formol, se apresentado rico
em compostos de variadas naturezas. O reaproveitamento dos cartuchos também
ndo se mostrou possivel, segundo estudos de Barrionuevo, Lancas (2001), o que

torna o seu uso em escala industrial inviavel economicamente.

4.2  VALIDACAO DO METODO ESPECTROFOTOMETRICO UV-VIS

O uso da técnica de preparo de amostra (clean-up e extracdo de formol do
leite) por solvente orgénico utilizando-se acetonitrila mostrou-se efetiva quando
analisada em espectrofotdmetro UV-Vis, pela auséncia de sinal na varredura do
branco feita apenas com o acido cromotropico diluido (ACT) e, pelas bandas
caracteristicas para o complexo formol-acido cromotropico de (HCHO-ACT) com
absorbancia maxima em 570 nm, de acordo com a referéncia (NIOSH-3500(2):2003)
(Figura 6(a)). A curva analitica de calibragdo intra-dia, representada na Figura 6(b),
foi construida em triplicata (n=3), segundo o método proposto, apds as etapas de
precipitagdo/extragdo por acetonitrila, derivatizacdo com acido cromotropico e

diluicéo, para a faixa dinamica de trabalho de 0,62 a 12,34 mg L™.
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Figura 6. Método UV-Vis empregando extracdo por solvente organico (acetonitrila)
baseado em Acquaro Jr. et al. (2013) e Soman, Qiu e Chan Li (2008) para a
etapa do preparo da amostra e derivatizacdo com &acido cromotrépico
seguindo a NIOSH-3500(2):2003 (Fig. 1C). (a) Varredura espectrofotométrica
de 400 a 700 nm do acido cromotrépico (ACT - branco) e do complexo formol-
acido cromotrépico (HCHO-ACT). (b) Curva analitica em triplicata (n=3)
empregando o método proposto** com acetonitrila para a clean-up/extracao
do formol no leite derivatizado com acido cromotrépico (Fig. 5).
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**(b) Formol adicionado ao leite em diferentes concentrac¢des (0,62; 1,85; 3,08; 6,17; 9,25; 12,34 mg
L") com preparo de amostra - clean-up/extracéo feita por solvente organico (leite: acetonitrila, 1:1,
v/lv), centrifugada por 5 min a 6000 rpm, e reacdo de derivatizacéo (leite: acido cromotrépico 0,5%
em H,SO, 72%, 1:6, v/v) por 20 min a 80°C, passados em membrana PTFE (0,45 pm, 13,0 mm),
seguida de diluicdo 1:10 (v/v) em agua, lida em espectrofotbmetro UV-Mini 1240 (Shimadzu, Quioto,
Japao) em Aya= 570 nm.

Fonte: Proprio autor - Laboratério DIA — UEL (2015).

O método utilizando-se o preparo de amostra com acetonitrila proposto
mostrou-se linear (Fig. 6(b)) utilizando-se a regresséo linear das absorbancias em
funcdo das concentracdes de formol, indicada pelo coeficiente de determinacéo (R?)
de 0,995, com baixo residuo aleatorizado de 5,56x10° (grafico do residuo nao
mostrado).

A preciséo foi determinada pela repetitividade de cinco leituras sucessivas
de padréo analitico 3,08 mg L™ de formol, enquanto a preciséo intermediaria foi feita
na mesma concentragao em 2 dias distintos. No 1° dia, a preciséo intra-dia foi de
3,08 + 0,05 (+ desvio padréo), com desvio padrao relativo (DPR) de 1,62%:; e para o
2° dia foi de 3,08 + 0,09(x DP), com DPR de 3,05%. A partir das curvas analiticas
construidas em dias distintos, calculou-se a precisao inter-dias (intermediaria), em
gue o desvio padrdo maximo foi de £ 0,09 e o DPR de 2,99 %.

O complexo ACT-HCHO mostrou-se estavel pelo periodo de 48 horas

conservando as amostras em temperatura ambiente, mantidas em frascos de vidros
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vedados, assemelhando-se as condicfes de trabalho de Silva (2013). O resultado
concordou com os dados obtidos por Silva para a estabilidade, para esse mesmo
intervalo de tempo. E importante ressaltar que a etapa de derivatizacdo seguiu 0
procedimento da IN 68/2006, porém nota-se que utilizando o preparo com
acetonitrila ndo houve a mesma discrepancia de valores de repetitividade para uma
amostra de mesma concentragdo, como quando se empregou a destilacdo. No
entanto, aplicando-se este método proposto para o preparo de amostra, 0 método
mostrou-se preciso e linear como nos trabalhos de Fagnani et al. (2003) e Gasparini
et al. (2008), ndo necessitando do uso de algum estabilizante durante 48 horas
estando em frasco de vidro vedado.

A exatiddo do método foi determinada pela adi¢céo e recuperacéo de formol
em trés niveis diferentes de concentrac&o: baixa (0,62 mg L ™) (R;), média (1,85 mg
LY (Ry) e alta (5,5 mg L™ (Rs), com recuperacdo de 93,56, 99,84 e 102,90 %,
respectivamente (Tab. 7), dentro do intervalo aceito de 70 a 120 % pela ANVISA.

Os limites de deteccdo (LD) e quantificagdo (LQ) foram calculados pelas
Equacbes 1 e 2, respectivamente, demostrando ser um meétodo relativamente
sensivel para concentracdes inferiores de formol (17,4 pg mL™), em relacdo as
utilizadas para as fraudes no leite de 18,5 a 370,0 mg L™ segundo Silva (2013).

Os resultados de alguns parametros de validacdo do método
espectrofotométrico UV-Vis, utilizando acetonitrila na fase do preparo da amostra

(clean-up/extracao de formol) do leite estdo resumidos na Tabela 7.

Tabela 7.Porcentagem de recuperacgdo, faixa de trabalho, limites de deteccédo e
guantificacdo do método espectrofotométrico por UV-Vis proposto para
determinacao de formol no leite utilizando acetonitrila na fase do preparo
de amostra e derivatizacdo com acido cromotrdpico, conforme condicdes
analiticas descritas na Figura 6

[HCHO] [HCHO] Recuperacio Faixa de LD LQ
Niveis adicionada encontrada (%/0 ) ¢ trabalho (g LY (ug LY
(mgL?) (mgL™)+DP (mgL? 9= WO
R1 0,62 0,57 £ 0,05 93,56
Exatiddo R: 1,85 1,84 +0,04 99,84 0,62a12,34 574 174

Rs 5,55 5,71 +0,05 102,90

[HCOH]: Concentracdo de formol média (n=3); DP: Desvio padrdo; LD: Limite de Deteccdo; LQ:
Limite de Quantificacdo. Recuperacado feita em triplicata (n=3) em trés niveis de concentracdo de
formol: baixa (R;), média (R,) e alta (Rs); para faixa de trabalho de 0,62 a 12,34 mg L™.

Fonte: Proprio autor - Laboratério DIA — UEL (2015).
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4.3 VALIDACAO DO METODO DE DETERMINACAO DE FORMOL EM LEITE UTILIZANDO A

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC-PDA)

As varreduras espectrais de 200 a 800 nm da 2,4-dinitrofenilhidrazina
(DNPH) e do complexo formol-dinitrofenilhidrazina (HCHO-DNPH) obtidas durante a
corrida cromatogréafica correspondentes aos picos 1 e 2 (Fig. 7(c)) estédo
representadas nas Figuras 7(a) e 7(b), tendo comprimentos de onda maximo em
355,9 nm e em 353,5 nm, respectivamente, proximos da literatura, com o valor de
350 nm (NIOSH-2016(2):2003).
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Figura 7. (a) Varredura espectrofotométrica de 200 a 800 nm do cromogénico
derivatizante 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) diluido (Fig. 1D). (b)
Varredura do complexo formol-dinitrofenilhidrazina (HCHO-DNPH). (c)
Cromatograma de formol 46,25 mg L™ adicionado ao leite, extraido por
solvente e derivatizado por DNPH, mostrando a especificidade e
seletividade do método empregando HPLC-PDA proposto***, fixados em
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*** Amostra/Padrédo de formol adicionado ao leite na concentracdo de 46,25 mg L™ com preparo de
amostra (clean-up/extracéo) feita por solvente orgéanico (leite: acetonitrila, 1:1, v/v, centrifugada por 5
min a 6000 rpm), e reacao de derivatizacdo (amostra extraida: DNPH 0,08% (m/v) na proporcao 0,5:1
(v/v) em frasco ambar, por 10 min a 80 Hz em ultrassom (Elmasonic P) a 25°C), passados em
membrana PTFE (0,45 pm, 13,0 mm). Condi¢Bes cromatogréaficas: HPLC Waters Alliance 2695, fase
mével — ACN: &gua (60:40, v/v) a 1,0 mL min™; vol. de injecdo: 10,0 pL; separado em coluna C-18
(XTerra, 4,6x250 mm, 5 um, Waters) em detector de arranjo de diodos (PDA 2998, Amax de 350 nm)
em 7 min de corrida. Picos: (1) Derivatizante DNPH. (2) Formol-DNPH. A.U.: unidades arbitrarias.

Fonte: Proprio autor - Laboratério DIA — UEL (2015).

O método de HPLC-PDA proposto mostrou-se seletivo e especifico para o
formol. Isto esta demonstrado pela sobreposicao dos cromatogramas da Figura 7(c).
Observa-se a auséncia de sinal analitico para o branco, uma amostra de leite
adicionada de formol 46,25 mg L™ extraida pelo preparo de solvente organico, sem
derivatizacdo (linha vermelha); e para o derivatizante DNPH, uma amostra isenta de

formol derivatizada com 2,4-dinitrofenilhidrazina (linha tracejada preta) no tempo de
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retencdo (TR = 5,3 mim) do pico (2) de interesse do formol (46,25 mg L™) detectado
na forma do complexo HCHO-DNPH (linha azul). Observa-se ainda, que na amostra
(Cromatograma azul) ocorre o decréscimo do pico 1 (TR=3,85 min) do derivatizante
DNPH (Cromatograma tracejado em preto), que € utilizado em parte para formar o
HCHO-DNPH (pico 2). Além do comparativo com os tempos de retencdo (TR),
checou-se ainda, a pureza espectral ao longo do pico (2), considerando o espectro
UV-Vis caracteristico do HCHO-DNPH (Fig. 7(b)), demostrando a auséncia de
coeluicdo, propicio para a determinacéo quantitativa do formol em leite. E importante
ressaltar que o DNPH pode apresentar outros produtos minoritarios em outros
tempos de retencado e, apos adicionado as amostras deve ser sonicado por 5 min,
para evitar a formacao de micelas de acordo com Xu (2012).

A linearidade do método HPLC-PDA proposto foi verificada pela construcéo
de trés curvas analiticas, obtidas por seis injecOes aleatorizadas de amostras de leite
preparadas com adicdo de formol em diferentes concentragdes com o preparo de
amostra (clean-up/extracéo) feita com acetonitrila e derivatizadas com DNPH, tendo
uma faixa de trabalho de 3,08 a 61,67 mg L™, apés diluicdo das amostras em agua
(Figura 8).
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Figura 8. (a) Linearidade para o método de deteccdo de formol em leite por HPLC-
PDA proposto*** a partir das curvas analiticas do complexo HCHO-DNPH
feitas em triplicatas (n=3) nas concentracdes de 3,08 a 61,67 mg L™ e
(b)Residuo aleatorizado. (c) Sobreposicdo dos cromatogramas cujas
areas do pico (2) do complexo HCHO-DNPH foram empregadas no
levantamento das 3 curvas analiticas
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=*Diferentes concentracdes de formol (3,08; 9,25; 15,42; 30,83; 46,25; 61,67 mg L™) adicionadas no
leite, submetido ao preparo de amostra utilizando-se acetonitrila (leite com formol: ACN 1:1, v/v) para
clean-up/extragdo do leite, filtrado em membrana descartavel de PTFE (0,45 pm), em que 0,5 mL de
amostra extraida foi derivatizada com 1,0 mL de DNPH 0,08%, agitada por 5 minutos em ultrassom
(80 Hz), injetados 10,0 uL no HPLC Waters Alliance e2695, com fase movel acetonitrila: agua (60:40,
v/v) na vazdo de 1,0 mL min™ separado em coluna C-18 (XTerra, 4,6x250 mm, 5 um, Waters) em
detector de arranjo de diodos (PDA 2998, Amax de 350 nm) em 7 min de corrida. Picos: (1)
Derivatizante DNPH (2,4-dinitrofenilhidrazina 0,08% (m/v) em &gua). (2) Formol na forma do
complexo HCHO-DNPH. A.U.: unidades arbitréarias.

Fonte: Proprio autor - Laboratério DIA — UEL (2015).

A Equacéo de regressao linear obtida foi: y = 3,16x10° x + 75317, em que y
€ a area do pico do produto de derivatizacdo (HCHO-DNPH) e x é a concentracdo de

formol livre em mg L™. O coeficiente de determinacdo foi de 0,998, revelando o
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ajuste do modelo, demostrando a correlacdo linear entre a area do pico do produto
derivatizado (HCHO-DNPH) e a concentracdo de formol livre na faixa dinamica de
trabalho no intervalo de concentracéo estudado de 3,08-61,67 mg L™.

A preciséo para o método HPLC-PDA proposto para determinacdo de formol
em leite intra-dia foi determinada pela repetitividade de cinco injecfes sucessivas de
uma amostra com padrao de formol adicionado em concentracdo mediana de 30,83
mg L™, durante um periodo de 48 horas. No 1° dia, o desvio padréo (DP) foi de *
0,33 e desvio padréo relativo (DPR) de 1,11%; e para o 2° dia, um DP de + 0,28 e
DPR de 0,93 %. A precisdo intermediaria, feita em dois dias distintos, apresentou DP
de £ 0,36 e um DPR de 1,20%, demostrando precisao intra e inter-dias adequadas,
considerando que os DPR foram menores que os 5% preconizados pela ANVISA.

A exatidao foi determinada pela adicdo de formol direto na matriz do leite em
trés niveis de concentracdo correspondentes a 6,16 (R1); 30,83 (R.); 55,5 mg L™
(R3), realizadas em triplicatas (n=3), obtendo-se recuperacfes médias de 98,35,
99,23 e 97,90 %, respectivamente. Assim, o método proposto de HPLC-PDA foi
considerado exato, uma vez que se encontra dentro da faixa de 70 a 120%,
permitida pela ANVISA para matrizes complexas.

Os limites de deteccdo (LD) e quantificagdao (LQ), calculados,
respectivamente pela Eq. (1) e Eq. (2) com valores de 4,20 ug L™ para o LD e 12,67
ng L' para o LQ para o método de HPLC-PDA, mostraram adequados para
guantificar fraudes, com patamares inferiores comparados aos obtidos para o
método espectrofotométrico UV-Vis (LD= 5,74 ug L* e LQ=17,40 ug L™).

Os resultados da validagcao para o método proposto por HPLC-PDA, com
extracdo de formol por acetonitrila e derivatizacdo por DNPH estdo resumidos na
Tabela 8.
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Tabela 8.Porcentagem de recuperacdo, faixa de trabalho, limites de deteccédo e
quantificacdo do método para deteccao de formol em leite por HPLC-PDA
proposto para determinacdo de formol no leite utilizando acetonitrila na
fase do preparo de amostra e derivatizacdo com 2-4-dinitrofenilhidrazina,
conforme condi¢des analiticas descritas na Figura 8

[HCHO] [HCHO] ~ Faixa de
Niveis adicionada encontrada Recuperacao trabalho LD LQ

(mg L-l) (mg L-l) +DP (%) (mg L-l) (Hg L-l) (Hg L-l)

R1 6,16 6,06 + 0,22 98,35
Exatiddo R» 30,83 30,60 + 0,45 99,23 3,08a61,67 4,20 12,67
Rs 55,50 54,33 + 0,89 97,90

[HCOH]: média da concentracao de formol(n=3); DP: desvio padrdo; LD: limite de deteccao; LQ: limite
de quantificacdo. Recuperacéo feita em triplicata (n=3) em trés niveis de concentracdo de formol:
baixa (R;), média (R,) e alta (Rs); para faixa de trabalho de 3,08 a 61,67 mg L™.

Fonte: Proprio autor - Laboratério DIA — UEL (2015).

A estabilidade do método foi verificada pela comparacdo dos teores de
formol de duas amostras de leite com adi¢cdo de padrdo em concentragcdo mediana
de 30,83 mg L*, ambas preparadas no mesmo dia. A 12 passou pelo preparo de
amostra com acetonitrila, foi derivatizada com DNPH em duplicata e, foi
posteriormente injetada conforme condi¢cdes analiticas ja descritas, obtendo-se um
valor médio de 30,6 + 0,52 mg L™. A 22 amostra foi conservada por 48 horas em
temperatura constante em frasco de vidro fechado. Transcorridas as 48 h, esta
amostra foi submetida as mesmas condi¢des de preparo da 12 amostra, obtendo-se
um valor médio de 29,71 + 0,65 mg L(n=2). Assim, verificou-se a estabilidade da
amostra pelo periodo de 48 horas, considerando que nado houve diferenca
significativa entre os resultados em nivel de 5% de acordo com a ANVISA (BRASIL,
2012).

5. CONCLUSAO PARCIAL

A partir da avaliacdo feita dos meétodos recomendados como oficiais
baseados em: espectrofotometria UV-Vis (IN 68/2006, para formol em leite néo
quantitativo e, NIOSH-3500(2):2003 deteccdo de formol em ar por UV-Vis com
derivatizacdo com &cido cromotrépico); e cromatografia HPLC-PDA(NIOSH-
2016(2):2003 detecgédo de formol em ar com derivatizagdo com DNPH), visando

produzir valores de referéncia para o método proposto, baseado em imagens digitais
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por scanner, verificou-se que esses ndo puderam ser aplicados com sucesso
diretamente, exigindo adaptacdes e alteracdes.

Conclui-se que o método legislado IN 68/2006 empregando UV-Vis em
termos de derivatizacdo (a4cido cromotépico com acido sulfarico) apresentou uma
reacao estavel ao formol, durante 48 horas, mantido em frascos de vidros, vedados
e tampados. Entretanto, o preparo da amostra utilizando para extracao a destilacéo
simples foi moroso, demandando um tempo maior do que 2 horas/amostra, sem
considerar o tempo de lavagem das vidrarias; apresentando baixa repetitividade e
reprodutibilidade; indicando auséncia de cor em amostras que continham formol,
produzindo resultado falso negativo e, como consequéncia apresentou-se nao linear,
sendo considerado portanto, inadequado para as baixas concentracdes testadas.
Uma alternativa viavel em substituicdo a etapa de destilagdo foi o preparo da
amostra proposto com o clean-up/extracdo do formol feito com solvente organico
acetonitrila, adaptado do método para extracdo de lactose em leite (ACQUARO JR
et al.,, 2013) para extracdo de formol, seguindo a deteccdo espectrofotométrica,
conforme norma oficial internacional NIOSH-3500(2):2003 para determinacdo de
formol em ar com derivatizac&do por cromotropico e deteccdo UV-Vis, adaptada para
o leite bovino.

Quanto ao método HPLC partiu-se do método oficial NIOSH-2016(2):2003
para determinacdo de formol em ar, portanto o0 método n&do contemplava o preparo
de amostra, necessario para o leite, matriz complexa (proteinas, lipidios,...)
especialmente para analise em colunas cromatograficas. Assim, com experiéncia
bem sucedida para o UV-Vis, adotou-se 0 mesmo preparo de amostra do método
proposto. Como a derivatizacdo por acido cromotropico gerava um pH muito acido
incompativel com a coluna C-18 usada, o método de derivatizacdo proposto por
Soman, Qiu, Chan Li (2008) para determinacdo de drogas por HPLC empregando
DNPH, foi adaptado para o leite bovino. Assim, a utilizagcdo do método de preparo e
determinacdo de formol em leite por HPLC-PDA, apo0s adaptacbes descritas
mostrou-se adequado com respeito as figuras de mérito da validacdo da ANVISA,
preciso, exato, linear, robusto, na faixa de trabalho comuns as fraudes por formol
descritas na literatura, permitindo desta forma quantificagcdes confiaveis para este
adulterante. Consegui-se uma reducdo do tempo de analise (<30 min/amostra-

preparo e corrida cromatografica) apreciavel comparada a IN 68/2006. Desta forma,
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€ um método possivel de ser utilizado como método de referéncia para

determinacao do formol em leites comerciais.
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CAPITULO 3
AVALIACAO DO USO DE
INSTRUMENTAL E METODO
PROPOSTO POR IMAGENS
DIGITAIS (AID-SCANNER) PARA
DETECCAO E QUANTIFICACAO
DE ADULTERACAO EM LEITE
BOVINO
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AVALIACAO DO USO DE INSTRUMENTAL E METODO PROPOSTO POR
IMAGENS DIGITAIS (AID-SCANNER) PARA DETECCAO E QUANTIFICACAO DE
ADULTERACAO EM LEITE BOVINO

1. INTRODUCAO

Nesses Ultimos anos, o desenvolvimento de técnicas analiticas rapidas e
diretas para o controle de qualidade do leite bovino vém crescendo bastante, uma
vez que este produto apresenta curta durabilidade e também, esta sujeito a diversas
tipos fraudes criminosas. As técnicas que tém-se destacados sdo as
espectroscopicas na faixa do infravermelho e as analises de imagens digitais
(FERRAO et al., 2004; BORIN et al., 2007; COLTRO et al., 2014; SANTOS,
PEREIRA-FILHO, 2013; SANTOS, WENTZELL, PEREIRA-FILHO, 2012).

A espectroscopia no infravermelho associada a quimiometrica € uma técnica
rapida, ndo destrutiva e muitas vezes, ndo necessita de preparo de amostra
(PASQUINI, 2003). Contudo, essa técnica apresenta certas desvantagem frente ao
leite, principalmente pelo fato de mensurar um grande niamero de componentes em
diferentes faixas de analise, como propriedades fisico-quimicas e microbiologicas,
exigindo que os modelos matematicos tenham um amplo banco de dados com
amostras padronizadas, para uma quantificacdo efetiva. Um exemplo € o trabalho de
Cassoli et al. (2011) que aplicou a técnica de espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) para analisar o leite cru, utilizando 800 amostras no
conjunto de referéncia na deteccdo de bicarbonato de sodio, citrato de sodio e soro
do queijo em leite cru. Para a validacdo do modelo FTIR/ACP (Regressdao dos
componentes principais) foram analisadas 100 amostras adulteradas com esses trés
compostos, em que o0s resultados indicaram que o modelo (FTIR/ACP) pode
identificar o leite cru adulterado em até 0,05% de bicabonato e/ou 0,075% de citrato;
e, para o soro, 0 modelo acertou em cerca de 60% das amostras.

O leite é um alimento que apresenta muitos componentes e,
consequentemente, os modelos matematicos referentes a este produto tornam-se
complexos devido ao grande numero de variaveis, ndo sendo capazes de quantificar
baixos niveis de adulteracdo e, muitos deles, ndo levam em conta os erros

associados as interferéncias instrumentais. Ferrdo et al. (2007) em seu trabalho
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propuseram uma nova ferramenta quimiométrica utilizando a espectrocopia no
infravermelho préximo (NIR) aplicada como modelo de maquinas de vetores de
suporte com minimos quadrados (LS-SVM) comparando-a com a regressao classica
dos minimos quadrados parciais (PLS). Ambos os modelos foram testados em
amostra de leite em po, avaliando fraudes com amido, soro de leite e sacarose. O
modelo LS-SVM mostrou-se mais robusto e eficiente que o PLS, sendo capaz de
inferir sobre a auséncia de um ou mais dos adulterantes avaliados, enquanto que no
modelo PLS apresentou falso positivo.

Outra técnica em ascenssao na industria do leite, que segue o0s principicos
da Quimica Verde (Green Analytical Chemistry) por minimizar a quantidade de
reagentes e residuos, sendo rapida e de baixo custo, € a andlise por imagens
digitais (AID). Esta técnica basea-se na captura das informacdes visuais de um
objeto sendo os dados processados e armazenados em conjuntos binarios (imagem
digital) e quantificados por regressfes matematicas (SANTOS, PEREIRA-FILHO,
2013; SANTOS, WENTZELL, PEREIRA-FILHO, 2012).

Dos Santos et al. (2013) utilizaram-se a analise por imagens digitalizadas via
scanner de mesa como um método alternativo para identificacdo e quantificacéo de
adulterantes em leites. As amostras de leite bovino foram adulteradas em diferentes
concentragbes com agua de torneira, soro, perdxido de hidrogénio, urina sintética e
leite sintético. As imagens digitais foram obtidas considerando dez variaveis:
vermelho, verde, azul, saturacdo, valor, luminosidade e as trés cores relativas
(vermelho-azul; vermelho-verde e azul-verde). Assim, a partir das imagens digitais
foram criados modelos de classificagdo que apresentaram uma discriminacdo das
amostras-controle do leite adulterado. Os modelos de regressdo dos minimos
quadrados parciais (PLS) e a dos componentes principais (PCR) mostraram que o
método pode ser aplicado para calcular os niveis de adulteragdo no leite com
elevados coeficientes de correlacdo (r) e baixo erro padrédo de previsao (SEP).
Porém, os modelos mostraram-se ineficientes para quantificacdo em niveis abaixo
de 5,0 %, ndo podendo ser aplicado ao formol em leite que € abaixo desse valor.
Apesar disso, este método inovador pode ser utilizado como alternativa frente aos
métodos tradicionais, devido a sua rapidez, simplicidade, sensibilidade, baixo custo e

portabilidade permitindo analise in situ.



65

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 IMAGEM DIGITAL

A imagem digital € uma projecdo ou captura bidimensional de um objeto,
pessoa, paisagem ou qualquer outro tipo de matéria, que pode ser processado,
manipulado, compreendido, armazenamento, transferido ou visualizado, tendo a
ideia mais proxima do material real (NOBREGA et al., 2008).

Matematicamente, a imagem digital pode ser representada de duas
maneiras: a primeira, como uma funcdo bidimensional f(x,y), onde x e y sao
coordenadas discretas e inteiras (Z) que representam a intensidade ou nivel cinza de
cada ponto (x,y) do plano; e a segunda, na forma de uma matriz A, de m linhas e n
colunas (Amxn), COMposta por elementos a;;, coordenados em linha i e coluna j, com
valor discreto, contendo informacdes detalhadas do ponto espacial aj da imagem
digital (Figura 9). Em ambas as representacées matematicas, o codigo binario (f(x,y)
e aj) é capaz de descrever detalhadamente a menor por¢éo fundamental de uma
imagem digital, denominada de “pixel” ou “pel”, abreviacéo do inglés picture element,

que significa elemento de imagem (FILHO, NETO, 1999).

Figura 9. Matriz representando a imagem digital captada

(0,00 (1) .. f(0,y) 11 A1z - Ay
Flx,y) = f(l.,O) f(l.,l) f(.l,y) ou A= 6.121 szz sz]'
fGL0) FuD) . f(xy) an ag eoay )

Fonte: adaptado de Scuri (2002).

Portanto, o pixel € a menor unidade que contém informacdes fundamentais
de cada ponto (x,y) do plano espacial, capaz de agrupar-se, formando uma imagem
digital. E as principais informacdes que esses conjuntos de pixels carregam sao as
resolucdes e as cores das imagens digitais, que dependem dos dispositivos de

aquisicdo e dos equipamentos que vao projeta-los.
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2.1.1 RESOLUCAO

A resolucdo de uma imagem digital & o nivel de detalhamento que cada pixel
consegue representar com autenticidade do tamanho da imagem real em um
projetor de imagem, como em monitores, telas de celulares e outros.
Resumidamente, a resolucdo pode ser representada pela simples relacéo: resolucéo
= numero de pixels/tamanho real. Esta resolu¢do pode ser calculada ou medida de
diversas formas, mas a mais simples € pela a contagem do nimero de linhas em
funcdo da unidade do tamanho real da imagem digital (Figura 10), como por
exemplo, linhas/mm ou linhas/polegada das dimensb6es (altura e largura) da tela de
televisdo ou smartphone. (NOBREGA et al., 2008).

Figura 10. Diferentes resolu¢cdes da mesma imagem considerando o tamanho real

Aumento da resolucéo

Fonte: adaptado de Scuri (2002).

Geralmente, a unidade de medida da resolucdo é em pontos por polegada
ou dpi (dots per inch), que néo pode ser confundido com a unidade da densidade de
pixel ou qualidade da imagem, que é em ppi (pixel per inch, em portugués, pixel por
polegada). A qualidade de uma imagem depende da dimensdo dos pixels e a
resolucdo controla as dimensdes desses pixels, portanto uma boa qualidade de
imagem depende de uma boa resolucédo, ou seja, de um elevado numero de pixels.
Por isso que, nem sempre, a imagem observada no monitor ou tela (qualidade
limitada), € a mesma quando ela é impressa. Ou nem sempre 0 que é escaneado, é
0 que esta sendo projetado em tela. Cada equipamento tem sua maxima qualidade
de projecdo, como monitores atuais 96 dpi, scanner 1200 dpi; impressora jato de
tinta 600 dpi (SCURI, 2002).
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Portanto, a qualidade da imagem dependera de sua resolucdo, que por sua
vez dependera da quantidade de pixels. Assim, o tamanho digital da imagem, que é
medido em bytes (B), serd proporcional as dimensdes dos pixels, definindo o
tamanho do arquivo. O tamanho do arquivo dependera do formato ou extensao (GIF,
JPG, JPEG ou PNG) da profundidade de cor (bit-depth) e da textura da imagem. As
ferramentas dos programas de edicdo de imagem serdo importantes para garantir as
qualidade e resolucdes de uma imagem digital (SCURI, 2002; NOBREGA et al.,
2008).

2.1.2 CoRr

A analise colorimétrica de uma imagem baseia-se na variagcdo de cor do
sistema, conforme a alteracdo de concentracdo de um determinado componente
colorido (pigmento) (JEFREY, 1992). A forma de quantificacdo da concentracao de
uma substancia desconhecida € pela analise da imagem digital, que dependera dos
fendbmenos o6pticos da reflexdo da luz sobre o material (Figura 11). Com essa
proporcionalidade entre energia absorvida, refletida ou transmitida e a concentragao
é possivel fazer a quantificacdo da solucdo (NOBREGA et al., 2008; SANTOS,
2013).

Uma imagem digital pode ser monocromatica ou colorida, isso
dependera da cor natural do objeto e do quao esta caracteritica pode ser captada e
projetada. A cor de uma imagem digital é dependente de diversos fatores, desde os
fendmenos Opticos da luz incidente, que podem ocorrer sobre a superficie do
material ou imagem, como da reflexdo, refracdo, transmissdo ou absorcao, até as
maneiras ou formas de captacdo da luz refletida por um detector (SCURI, 2002;
LOPES, 2009) (Figura 11).
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Figura 11. Fenédmenos que podem ocorrer com a luz incidente e a forma com que a
cor pode ser vista dependendo do material

luz
Incidente Refletido E»
A 4
« Meios/Materiais:
r
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4
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Fonte: adaptado de LOPES, 2009.

Por este motivo, a funcdo matematica f(x,y) da intensidade luminosa
depende de outras funcdes que estdo relacionadas com esses fenbmenos épticos
sobre o objeto, como por exemplo, a quantidade de luz que incide (iluminéncia) i
(x,y); reflectancia, refractancia ou transmitancia que podem ser representadas por r
(x,y), podendo ser escrita como f (x,y) = i(X,y) . r(x,y); em que 0 <i(x,y) <~ e O <r
(x,y) <1 (FILHO, NETO, 1999).

As cores e formas das imagens percebidas pelos humanos séao
determinadas principalmente pelo carater da luz refletida do materiais opacos e
translicidos para as retinas oculares. Em materiais de carater transparentes a cor
pode ser gerada com reagente cromogénico, ou mesmo por uma caracteristica
inerente a amostra a ser analisada. Cientificamente, o olho humano é sensivél a
faixa visivel do espectro eletomagnético, que compreende de 400 a 800 nm,
aproximadamente (SCURI, 2002; GONZALES, WOODS, 1992) (Figura 12).

Figura 12. Espectro eletromagnético com destaque para a faixa da regido visivel
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Fonte: SCURI, 2002.
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Devido a esta variabilidade de cores percebida de modo particular por cada
individuo ou equipamento, as imagens coloridas sdo baseadas em modelos de cores
que surgiram com objetivo de especificar as cores de forma padronizada. De modo
geral, um modelo de cores é uma representacéo tridimensional na qual cada cor é
representada por um ponto no sistema de coordenadas 3D. Os modelos mais
comuns para representacéo de cores de qualquer imagem ou objeto, sdo: RGB (red,
green, blue), CMY (cyan, magenta, yellow), CMYK (variante do modelo CMY, onde K
denota black), YIQ (padrdo NTSC de TV em cores) e HSI (hue, saturation, intensity),
também denominado HSV (hue, saturation, value) (OLIVEIRA, 2012; GONZALES,
WOODS, 2008). Neste tabalho, foi utilizado o modelo RGB, portanto este sera
explicado de forma mais detalhada.

2.1.2.1 Modelo RGB

O modelo RGB, também chamado de padrdo Bayer (em homenagem ao seu
criador Bryce Bayer, pesquisador da Kodak), € um dos mais simples e utilizados dos
sistemas de cores primarias das imagens digitais. Neste modelo sado usados trés
sensores, cada um com um filtro especifico para armazenar informacfes das
imagens digitais em forma de matrizes, sendo que a matriz R (do inglés, Red)
contém informacdes da cor vermelha, a G (Green) da cor verde e a B (Blue) da cor
azul. Esses padrbes sdo chamados de RGB( NOBREGA et al., 2008; GODINHO et
al., 2008).

Normalmente, as imagens RGB sdo armazenadas nos computadores
utilizando 8 bits para cada cor, totalizando 24 bits (3 cores x 8 bits) e, como
consequéncia, 2° = 256 niveis para cada regido espectral na regido visivel, podendo
apresentar cerca de 16 milhdes de cores diferentes (mais precisamente
256° = 16.777.216) (SCURI, 2002; SANTOS, 2013 GONZALES, WOODS, 2008).

O modelo de cores RGB baseia-se em um sistema de coordenadas
cartesianas das cores primarias (R, vermelho; G, verde; B, azul), em um subespaco
unitario com vertices das trés cores, produzindo uma forma alternada cubica em
outros trés vértices pelas cores secundarias CMY (ciano, magenta e amarelo, do

inglés, cyan, magenta, yellow), melhor representado na Figura 5. A cor preta
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encontra-se na origem (0, 0, 0) e do lado oposto onde todas as bandas alcancam o
seu valor maximo (255, 255, 255) estd a cor branca. Além disso, também ha a
escala de cinza, que sédo pontos em que os valores de RGB se igualam.
Convencionalmente, neste modelo, utilizam-se valores normalizados de 0 e 1 para
cada cor e as cores sao definidas por vetores que partem da origem (SCURI, 2002;
OLIVEIRA, 2012; SOUZA et al., 2004).

Figura 13. Cubo de cores RGB e representacéo da escala de cinza, que parte da
coloracéo preta (0,0,0) até a coloracédo branca (1,1,1)
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Fonte: OLIVEIRA, 2012.

2.1.2.2 Modelo HSV

Ja o0 modelo de cor HSV é mais intuitivo que o modelo RGB, muito aplicado
em artes visuais para quem emprega 0S conceitos qualitativos de matiz (Hue),
saturacao (Saturation) e quantidade/valor (Value). Este modelo esta relacionado com
a intensidade, quantidade e brilho de uma imagem convertida em escala ou nivel de
cinza que varia do preto aos tons de cinza chegando ao branco (MACHADO, 2006;
SANTOS, 2013).

As caracteristicas utilizadas para diferenciar uma cor da outra sdo matiz
saturacdo e brilho/valor. A matiz (H) é a relagdo com a cor pura ou a cor percebida.
A saturagdo (S) é a relacdo de pureza do matiz ou o quanto de luz branca esta

inserido na matiz. E o quantidade/brilho/valor (V) € um parameto particular
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praticamente impossivel de ser medido, que corresponde a intensidade da cor,
sendo um dos fatores importantes para a descricdo da sensacdo das cores
(OLIVEIRA, 2012; SANTOS, 2013).

Os paramétros matiz e a saturacdo, quando somados, definem
cromaticidade, portanto uma cor é caracterizada pelo seu brilho e cromaticidade.
(GONZALES, WOODS, 1992).

2.2  DISPOSICAO AQUISITOR DE IMAGEM DIGITAL: SCANNER

Quando hé incidéncia da luz sobre o objeto, o olho humano captura as
caracteriticas do material naquele ambiente e, o cérebro identifica e interpreta a
imagem formada. Os digitalizadores das imagens reais foram projetados com esta
funcionalidade, em que as caracteristicas de um objeto sdo capturadas por um
dispositivo eletrénico ou manual, e seu sinal refletido ou transmitido é convertido em
combinacBes numeéricas. Estas sdo decodificadas e processados por programas
computacionais capazes de quantificar, manipular e transformar esses dados em um
imagem digital de similar textura, cor, brilho, tonalidade e outras caracteristicas do
objeto real (NOBREGA et al., 2008).

A aquisicdo da imagen de um objeto pode ser feita em qualquer dispositivo
que consegue realizar a captagdo de sua imagem, como por exemplo: uma camera
ou filmadora de celular, tablets, smartphones, scanners, webcans, entres outros.
Neste trabalho, utilizou-se o scanner de mesa como aquisitor de imagens devido ao
seu baixo custo frente aos equipamentos mais modernos (WANG et al., 2011, LYRA
et al., 2009).

Os scanners sao dispositivos eletronicos, que por meio da deflexado do feixe
luminoso (visivel ou ndo) consegue captar a imagem do objeto de forma controlada e
reprodutivel, como esquematizado na Figura 6, em que a funcao do feixe luminoso
puntual do scanner depende um angulo com o tempo 6(t) e a uma velocidade v(t)
(OLIVEIRA, 2006).
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Figura 14. Um ponto luminoso € convertido em uma linha pela acdo de um scanner
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Fonte: OLIVEIRA, 2006.

Geralmente, um scanner realiza a aquisicdo de uma imagem ou objeto,
usando uma barra de lampada de LEDs que emitem radiacfes luminosas sobre a
superficie do material, que por sua vez, séo refletidas e captadas por sensores do
tipo CCD (Charge Coupled Device), que estdo alinhados paralelamente aos LEDs.
Esse sensor CCD é usado em grande parte dos scanners de mesa, fax e cameras
digitais. Sua fungéo é capturar a luz refletida pelos fotodetectores e transforma-la em
sinais elétricos, logo convertidos a digitos binarios ou bits por meio de um circuito
analogico-digital e, transmitidos a um computador, celular ou meio eletrénico capaz
de decodificar esses dados em imagem (NOBREGA et al., 2008)

A tecnologia dos sistemas de varredura de equipamentos, como 0sS
scanners, sdo bem abrangentes, sendo aplicados nas impressoras a laser,
fotocopiadoras e nos diversos tipos de leitores de cédigo de barras, digitais de dedo,
rosto e até mesmo, do olho humano. Porém, esses tipos de aplicagbes variam de
complexidade, em tais sistemas sdo considerados, além da mecanica de controle do
feixe luminoso, as caracteristicas reais e fiéis da identidade do objeto, que podem
ser digitalizadas em papéis e filmes, ou entédo, projetada em um monitor ou tela do
computador (NOBREGA et al., 2008; OLIVEIRA, 2006).

2.3 CONVERSORES E PROCESSADORES: COMPUTADOR

Atualmente, existem diversos aparelhos que conseguem realizar a captacao

da imagem ou objeto e projeta-los em suas formas digitais, como a céamera
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fotografica, smartphone, tablet, entre outros equipamentos que tenham uma camera
acoplada. Os computadores sdo equipamentos dependentes de um dispositivo
aquisitor de imagens, capaz de receber, armazenar e manipular os dados da
imagem em forma de bits, que sdo as menores informacdes que podem ser
armazenadas ou transmitidas em forma de um dado. Seu valor numérico pode ser 0
ou 1 de uma coordenada (x,y). A cada 8 bits forma-se 1 byte, que por sua vez pode
assumir 2% = 256 valores diferentes, variando de 0 a 255. Assim, o computador
sempre trabalha com nameros de bits inteiro (Z), os nUmeros com casas decimais,
chamados de ponto flutuante, sdo aproximados para o valor de bits inteiro. Por isso,
uma funcdo continua ndo pode ser representa no computador, e sim, apenas
simulada (CURI, 2002).

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desenvolver e validar um sistema instrumental simples e um método para
determinacdo quantitativa de formol em leite rapido, baseado em imagens digitais
obtidas por scanner de mesa comercial convencional (AlD-scanner), comparando-o

a métodos de referéncia oficias descritos no Capitulo 2.

4. METODOLOGIA

4.1 REGENTES E MATERIAIS

Para execucdo dos experimentos deste capitulo foram utilizados baldes
volumétricos de 25 mL e 50 mL (Vidrolabor, Poa, SP, Brasil); frascos 15 mL de vidro
com tampa de rosca (Frascolex, Sdo Paulo, Brasil); pipeta volumétrica de 10 mL
(Pyrex, Nova lorque, EUA); balanca analitica Shimadzu 200AX (Shimadzu, Quioto,
Japao); micropipeta (LABMATE, St Albans, Inglaterra); Placa Elisa (PE) - microplaca
de poliestireno branco sélido com 96 pocos, fundo liso (85,4 x 127,6 mm, Vnyax/pOco
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400 uL) (Grether Microlon, Monroe, NC, EUA); agua ultrapura de resistividade 18,2
MQ cm? a 25 °C (MiLLi-Q®); sonicador Elmasonic P (Elma, Singen, Alemanha).
Padrao de 1,3,5-tri-hidroxibenzeno ou mais conhecido como floroglucina p.a. 98,0%
(Merck, Darmstadt, Alemanha); formaldeido 37% ou mais conhecido como formol
p.a. (Dindmica, Brasil) e solu¢cdo de hidroxido de sédio 47,38 + 0,21 % (Sigma-
Aldrich, Sao Paulo, SP, Brasil).

4.2 PREPARO DAS SOLUCOES

Os reagentes utilizados foram de grau analitico e a 4gua ultrapura utilizada
na preparacao das solucbes e limpeza dos recipientes foi produzida pelo sistema
MiLLI-Q®. Todas as solucbes utilizadas foram preparadas antes das andlises

realizadas neste trabalho.

4.2.1 SOLUCAO DE FLOROGLUCINA 1,0 % (M/V)

Uma massa de 250,0 mg do padrao de floroglicina ou 1,3,5-tri-
hidroxibenzeno (Figura 15) foi pesada em balanca analitica e, posteriormente,
dissolvida em frascos ambar com adi¢cdo de pequenos volumes de agua ultrapura,
sob sonicdo a frequéncia 80 Hz a temperatura ambiente, até a ausencia de

particulas do reagente, obtendo-se assim uma solugéo de floroglucina 1,0% (m/v).

Figura 15. Estrutura molecular da 1,3,5-trihidroxibenzeno ou floroglicinol ou
floroglucina

OH

=2

~
HO OH

Fonte: adaptado de Souza (2014).
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4.2.2 SOLUGCAO DE HIDROXIDO DE SODIO 5% (V/V)

Um volume de 5,30 mL de uma solugéo de hidréxido de sodio (NaOH) 47,38
+ 0,21% (m/v) padronizado foi diluida com agua ultrapura um bal@o volumétrico de

50 mL, obtendo-se, assim uma solucdo de NaOH 5,0 % (v/v).

4.3 PREPARO DAS CURVAS ANALITICAS

As amostras utilizadas foram de cinco tipos de leite bovino, como
anteriormente citada no Capitulo 2 (leite cru, UHT e pasteurizado; os dois ultimos,
integral e desnatado). Para cada tipo de leite, construiram-se quatro curvas
analiticas, com adicdo de formol (37,0% m/m), nas concentracdes de 0,005; 0,015;
0,025; 0,050; 0,075 e 0,100% (v/v), equivalendo a 18,5; 55,5; 92,5; 185,0; 277,5; e
370,0 mg L™ (ou ppm) para andlise por imagens digitais via scanner de mesa (AID-
scanner). Lembrando que é a mesma faixa utilizada no trabalho de Silva (2013) e,

normalmente, utilizada pelos fraudadores (G1, 2014).

4.4  PARAMETROS DA VALIDACAO ANALITICA

O sistema instrumental proposto neste trabalho baseado em imagens digitais
obtidas via scanner de mesa convencional comercial foi validado avaliando-se os
parametros de: especificidade e seletividade, linearidade e faixa dinamica de
trabalho, precisdo (repetitividade — intra-dia) e precisdo intermediaria (inter-dia),
exatidao (recuperacao), limite de deteccédo (LD), limite de quantificacdo (LQ) e
estabilidade da solugéo, de acordo com a RDC n° 889/2003 da ANVISA (BRASIL,
2003). Os limites de deteccdo e quantificacdo foram calculados matematicamente de

acordo com as Equag0es 1 e 2, citada no Capitulo 2 item 3.4.
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4.5 SISTEMA INSTRUMENTAL PARA ANALISE DE FORMOL EM LEITE POR IMAGENS

DIGITAIS VIA SCANNER DE MESA

45.1 HARDWARES E EQUIPAMENTOS

No procedimento da aquisicdo e tratamento das imagens digitais utilizou-se
um microcomputador AMD AthlonTM XP 1600+ (1,40 GHz) com 128 MB de DDR-
SDRAM, contendo uma placa de video aceleradora Nvidia AGP Riva TNT M64 — 32
MB SDRAM. A resolucdo da tela do monitor Samsung 17 SyncMaster 753 DFX foi
de 1024 por 768 pixels e qualidade de cor maxima de 32 bits. O scanner CanoScan
FB 330P (CanoScan FB 330P, Nova lorque, EUA) foi o responséavel pela aquisicéo
das imagens digitalizadas, interfaciado ao microcomputador através da porta

paralela. A Figura 16 mostra a foto do sistema utilizado no presente trabalho.

Figura 16. Sistema instrumental proposto neste trabalho para determinacédo do
formol em leite. Captura via scanner de mesa convencional comercial
imagens digitais, provenientes da reflectancia colorimétrica de amostras
contidas em microplaca de 96 pocos, tratadas na sequencia pelo
software “lab-made” desenvolvido QuantColor, baseado no sistema
RGB

Fonte: Prorio autor - Laboratério DIA — UEL (2015).
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Mais detalhadamente, um suporte de polietileno de alta densidade (Teflon®)
em chapa, com dimensdes de 22 x 32 x 1,5 cm (largura x comprimento x altura), foi
recortado para conter o espaco exato para o encaixe da microplaca de poliestireno
(8,60 x 12,80 cm) de 96 pocos. O scanner foi unido ao suporte em posicao invertida
(area de digitalizacdo do scanner em cima) como mostra a Figura 17. Este sistema
foi adotado com a finalidade de manter a placa sempre na mesma posi¢cao, o que

facilita o tratamento das imagens digitais e evitar o escape de luz.

Figura 17. Parte interna do sistema instrumental para determinacdo de formol em
leite, em que o scanner invertido esta sob o suporte de polietileno ao
redor da microplaca que contém as amostras

Fonte: Préprio autor - Laboratério DIA — UEL (2015).
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4.5.2 SOFTWARES DE AQUISICAO E TRATAMENTO DAS IMAGENS DIGITAIS

A aquisicdo das imagens foi feita pelo software do préprio scanner, o
CanoCraft CS-P (versdo 3.7) em sua resolucdo padrdo de 300 dpi. O tipo de
aquisicao foi de 24 bits, onde cada um dos pixels pode assumir qualquer uma das 16
milhdes de cores. Os arquivos foram armazenados em bitmap, sem compresséo do
arquivo. Desse modo, apesar dos arquivos bitmap ocuparem espaco, este formato
fornece informagdes precisas sobre cada pixel (NOBREGA et al., 2008; OLIVEIRA,
2006).

O tratamento das imagens digitais foi feito pelo software “lab-made”
denominado QuantColor, criado pelo Professor Doutor Carlos Alberto Paulinetti da
Camara (UEL - Departamento de Quimica - Lab. DIA), o qual foi desenvolvido em
linguagem Microsoft Visual Basic® 6.0, operado em Windows XP/Vis/7/8 (32 bits).

O programa QuantColor disponibiliza a insercdo da imagem digitalizada da
microplaca de poliestireno contendo as amostras de leite, em uma janela grafica.
Posteriormente, as areas de menor sombra ou falha s&o selecionadas sobre os
pocos com dimensdes de 15 x 15 pixels (vertical (V) x horizontal (H)), totalizando um
area de 225 pixels, em que cada pixel determina a intensidade das cores primarias
RGB (Figura 18). O software apresenta ainda outras opgdes de selecionamento das
as areas dos pocos, como a intensidade mediana, média, valor maximo e mimino, e

frenquéncias. Neste trabalho, utilizou-se a area média como padrédo recomendado.
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Figura 18. (a) Areas selecionadas pelo programa QuantColor para aquisicdo da
imagem digital das amostras. (b) Zoom da area selecionada de cada
pogo da placa
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(a) (b)
Fonte: Prorio autor - Laboratério DIA — UEL (2015).

Selecionadas as areas dos pocos, o QuantColor disponibiliza no formato de
planilha as informacfes do tipo de amostra versus seu posicionamento no poco,
preenchidas anteriormente na fase do planejamento experimental. Desta forma, é
possivel observar as descricbes das amostras atreladas as imagens digitais da
microplaca, contendo os padrbes de formol em diferentes concentracfes
empregados no levantamento das curvas analiticas para calibragdo do sistema,
juntamente com as amostras de leite que serdo quantificadas, como representado na
Figura 19. Em seguida, o software processa automaticamente a correlagcéo entre os
pixels presentes em cada area do poco com as concentracfes dos analitos nas
amostras de leite, empregando regressdes lineares univariaveis (RL) de cada uma
das cores primarias (R, G e B) e/ou a regresséo linear multipla (RLM) do sistema
RGB (SANTOS, 2013), quantificando os analitos presentes na amostra.

Deve-se ressaltar que o programa permite ainda a transferéncia direta dos
dados experimentais para a planilha eletrénica do Microsoft Excel® para tratamentos
posteriores (Correlacdo, Andlise da Variancia, Regressao Linear, Ajuste Nao Linear,

etc).



Figura 19. Recursos do software

‘lab-made” QuantColor.
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(@) Planilha de

planejamento experimental contendo curvas analiticas e amostras de
leite adulteradas. (b) Imagem digitalizada para um dos tipos de leite
analisado. (c) Exemplo do tratamento dos dados utilizando o

programa.
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4.5.3 PREPARO DAS AMOSTRAS E CONDICAO ANALITICAS INSTRUMENTAIS PARA

QUANTIFICACAO DO FORMOL EM LEITE POR AID-SCANNER

Diferentemente dos dois outros métodos recomendados como oficiais (IN
68/2006 e o HPLC-PDA) descritos anteriormente no Capitulo 2, este procedimento
baseou-se nos trabalhos de Santos e Pereira (2013) e Li et al. (2007), que foi
totalmente readaptado para o leite e ndo apresenta etapa de limpeza de amostra
(clean-up).

Utilizando-se leite “in natura”, sem nenhum tipo de pré-tratamento de
extracdo ou limpeza, 1,0 mL foi derivatizado com 100 uL de solucéo de floroglucina
1,0% (m/v) e 200 pL de solucdo de NaOH a 5,0% (v/v). Apds agitacdo mecanica,
300 puL das amostras foram imediatamente transferidos com micropipeta de 1000 uL
para os poc¢os da microplaca de Elisa (placa de polipropileno de 96 pocos de 85,4 x
127,6 mm, volume total de 400 uL/pogo). A placa foi encaixada no suporte de
teflon® em que o scanner (CanoScan FB 330P) é disposto invertido, de cabeca para
baixo, descrito anteriormente. O escaneamento das placas foi feito pelo software
CanoCraft CS-P (versédo 3.7) na resolucdo padrdo de 300 dpi, em um intervalo
tempo otimizado durante a validagdo do método. O tipo de escaneamento foi de 24
bits, com as imagens digitais ndo tratadas por filtros digitais ou processadas por
qualquer edicao de brilho, contraste, gama e saturagcéo. E os arquivos foram salvos
no formato bitmap, sem compressdo do arquivo. Finalmente as imagens digitais

foram tratadas e analisadas utilizando o software QuantColor.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 AVALIACOES PRELIMINARES QUANTO A REACAO DE DERIVATIZACAO DO FORMOL

COM FLOROGLUCINA EM MEIO BASICO PARA DETECCAO POR AID-SCANNER

Nos testes preliminares notou-se que a reacado de derivatizagdo do formol

com a floroglucina em meio basico, gera uma coloracdo salméo em qualquer tipo de
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leite — cru, integral e desnatado (Figura 20). Para este teste foram fixadas as
concentragdes dos reagentes - floroglucina 1,0 % (m/v), NaOH 5,0% (v/v) e 185 mg

L™ de formol, com tempo para aquisicdo das imagens de cerca de 3 minutos.

Figura 20. Imagens digitais das microplacas contendo amostras adicionadas de
formol dos 5 tipos de leite: cru; longa vida UHT de caixinha (integral e
desnatado); e pasteurizado de saquinho (integral de desnatado) nas
mesmas condi¢cdes de preparo, capturadas por scanner de mesa e

tratadas pelo software desenvolvido QuantColor
Leite UHT
Leite Cru Integral Desnatado
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IROOOO00000

Leite Pasteurizado
Integral Desnatado
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(d) (e)
Amostras adulteradas com formol (185 mg L™) (300 pL/poco) apds derivatizacéo de 1 mL de leite do tipo: (a) cru “in natura”; (b)
UHT integral; (c) UHT desnatado; (d) pasteurizado integral; (e) pasteurizado desnatado, com 100 pL de floroglucina 1% (m/v) e
200 pL NaOH 5%(v/v)

Fonte: Proprio autor - Laboratério DIA — UEL (2015).
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Apoés andlise das imagens digitais da Figura 20, tratadas com o software
QuantColor, baseando-se nas médias das intensidades de cores dos poc¢os, conclui-
se que a variacao da intensidade da cor depende da quantidade de gordura no leite.
Isto faz sentido, quando se observa que as Figuras 20(a), 20(b) e 20(d) que
apresentam intensidade de cores similares entre si sao todas de leites que contém
gordura - cru, UHT integral e pasteurizado integral. Da mesma forma, um
comportamento semelhante também foi observado nas imagens das Figuras 20(c) e
20(e) que sé@o de leites desnatados - UHT e pasteurizado, que apresentaram
maiores intensidades de cor comparadas aos integrais, mas nao apresentam
diferencas significativas entre suas intensidades de cores, em nivel de 5,0%.
Efetuando-se uma analise de agrupamento (AA) (Figura 21) empregando o software
Statistic Application, nota-se que houve a separacdo em 2 grupos na maior distancia
euclidiana, havendo diferencas significativas entre os leites com gordura
(cruf/integral) e o desnatado. Assim, a principio poderia se dizer que esta técnica
consegue distinguir os tipos de leite quanto a porcentagem de gordura no meio.
Entretanto, realizou-se uma investigacdo mais aprofundada desta reacdo de
derivatizacdo na literatura, para confirmar essa afirmacdo, uma vez que o leite
consiste em uma matriz heterogénea e, notou-se experimentalmente uma diminui¢cao

da intensidade na coloragdo com o tempo.

Figura 21. (a) Andlise de agrupamento feito entre diferentes tipos de leites
adulterados com 185 mg L™ de formol, derivatizados com floroglucina
em meio basico. (b) Distancia euclidiana da analise de agrupamento,
indicando a separacédo em 2 grupos — integral e desnatado
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Fonte: Proprio autor (2016).
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Por isso, optou-se por verificar a reagdo da floroglucina com o formol
estudada por Gayathri, Balasubramanian (2000) e aperfeicoada por Li et al.
Segundo Li et al. (2007) no seu possivel mecanismo (Figura 22), ha produgédo de um
composto intermediério instavel (A) de cor laranja-rosado (salmédo) que descora-se
em funcéo do tempo para formar um composto incolor estavel (B). A cor salméo do
composto A provém da conjugacao das quatro ligacées duplas e dos dois elétrons
do oxigénio. J4 o composto B, apesar de possuir ligacfes conjugadas € estabilizado
pela ressonancia dos anéis (LI et al., 2007).

Figura 22. Esbo¢o do mecanismo de reacao da floroglucina com o formol em meio
béasico de NaOH

H ‘0' 0O
OH
— Q
OH
HO HO HO OH

Floroglucina

O 0 o
J@\ L /©: ? — T CH,
HO OH HO OH HO

Formol OH HO OH
(Formaldeido)
@
Lo _
CH, OH /&Cl‘b HO " CH, %
HO OH -0 O- -0 0.0 O.
A B
Intermediirio Composto Estavel
(salmio) (incolor)

Fonte: Proprio autor (2016) adaptado de Li et al. (2007).

A quantidade produzida do composto A (salmdo) depende ainda da
concentragcdo de base no meio, aumentando quanto maior for a concentracdo do
NaOH. Isto explicaria a reducdo da cor quando o método € aplicado para o leite
contendo proporcdo normal de gordura (cru e integral — UHT e pasteurizado), pois a
base (NaOH) reagira com essa gordura (reacdo de saponificacdo), reduzindo sua

disponibilidade para formar o composto intermediario A (formol-floroglucina),
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produzindo desta forma, uma coloracdo mais clara (Figuras 20(a), 20(b) e 20(d))
comparada a do leite desnatado (Figuras 20(c) e 20(e)). Além da reacdo de
saponificagdo, ocorrem outros tipos de reacgdes e efeitos no leite com a introducéo
do NaOH, como a reacao de neutralizacdo do acido latico e o aumento do meio
micelar, que pode acarretar no aumento do efeito Tyndall, sem contar que a base
favorece a formacéo do composto B, o qual € incolor (SMITH, 2005; PIVELI, 2014).
Devido a isso, um estudo cinético desta reagdo visando definir a melhor
concentracdo da base (NaOH) a ser empregada na formagdo do composto
intermediario A, foi realizado para o leite integral e desnatado em funcéo do tempo
de aquisicdo da imagem. Avaliou-se a estabilidade do composto A para quatro
concentracoes de NaOH distintas: 1,25; 2,50; 5,00 e 10,00 % (v/v), considerando a
intensidade das cores do sistema RGB em funcao do tempo em minutos, mostradas

na Figura 23.

Figura 23. Influéncia da concentracdo de NaOH sobre a reacao entre o formol e a
floroglucina para a formacédo do composto intermediario A de interesse
para os: (a) leites desnatados — UHT e pasteurizado, (b) leites integrais —
cru, UHT e pasteurizado
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Fonte: Proprio autor (2016).

Observando a Figura 23(a), conclui-se que a faixa que apresenta maior
linearidade de intensidade maxima de cor em funcdo do tempo, para o leite
desnatado, se encontra no intervalo de tempo entre 1,5 a 3 minutos para a
concentracdo de 2,5 % (v/v) de NaOH. Para as concentragfes maiores de base (5,0
e 10,0 %, v/v) a reacdo ocorre muito rapidamente, fazendo com que a sensibilidade
decaisse bruscamente durante tempo de aquisicao, podendo causar assim prejuizos

a repetitividade dos dados. Em baixas concentracfes de base (1,25%, m/v) apesar
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da faixa de trabalho em que a cor permanece estavel aumentar, ocorre perda
significativa de sinal analitico, produzindo perda de sensibilidade.

J&, para o leite dos tipos cru in-natura e integral UHT e pasteurizado (Figura
23(b)) os melhores resultados foram para a concentracdo de NaOH a 5,0 % (v/v),
justificada pela maior quantidade de gordura no meio. Utilizando-se concentractes
menores de base (1,25 e 2,5 %, v/v) observou-se tendéncia similar ao desnatado,
com aumento na faixa de trabalho estavel, porém com reducdo drastica na
sensibilidade. Portanto, optou-se pela aquisicdo de imagens na faixa de tempo de
1,5 a 3,0 minutos, tempo suficientes para preencher os pocos da placa, com
concentracdo de NaOH de 2,5% (v/v) para o leite desnatado e de 5,0 % (v/v) para o
leite integral. Encontradas as melhores condi¢cbes das concentracdes dos reagentes
e do tempo de aquisi¢cdo para cada tipo de leite (cru, UHT integral, UHT desnatado,
pasteurizado integral e pasteurizado desnatado) realizou-se a validacdo dos
parametros do método conforme descrito anteriormente no item 4.4, para a andlise

de imagem digital via scanner de mesa (AlD-scanner).

5.2  VALIDACAO DO METODO PROPOSTO DE DETERMINACAO DE FORMOL EM LEITE POR

ANALISE DE IMAGEM DIGITAL (AID-SCANNER)

Como na avaliacdo preliminar o0 método AlD-scanner proposto mostrou-se
capaz de diferenciar os tipos de leite quanto a quantidade de gordura - cru/integral e
desnatado, apenas os resultados da validacédo para os leites UHT integral e UHT
desnatado serdo aqui apresentadas por questdes didaticas, jA que os resultados
foram semelhantes dentro de um mesmo grupo (integral e desnatado).

A especificidade e seletividade da analise digital por scanner na
determinacdo de formol no leite foi realizada em 5 ensaios com 0 mesmo tipo de
leite integral representados na Figura 24 ((a), (b), (c), (d), (e)), e um com leite
desnatado adicionado de formol e derivatizado (Fig. 24(f)), para efeito de
comparacao do método para matrizes contendo diferentes teores de gordura.

Comparando as imagens da Figura 24(a) com a 24(d), nota-se que o
derivatizante (floroglucina) s6 reage na presenca de formol em meio basico (NaOH),

em que ocorre o aparecimento da cor. Nas demais placas (Fig. 24(b), 24(c) e 24(e))
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ndo houve nenhuma alteracdo na cor, ndo havendo nenhum tipo de interferente para
este agente derivatizante, mostrando que o método das imagens digitais por scanner
é seletivo para a andlise de formol na matriz da amostra de leite. Isto foi comprovado
pela elevada correlagao (r~1,0) sem diferencas significativas para as imagens dentro
de uma placa, indicando que o0 scanner consegue captar as cores das imagens de
cada um dos 96 pocos de forma homogénea. E também, que ndo houve diferenca
significativa entre as placas 24(a), 24(b), 24(c) e 24(e) em nivel de 5%, entretanto,
houve diferenca significativa com relacdo as placas 24(d) e 24(f), o que ja era
esperado e, indica que essa derivatizacdo € especifica para o formol.

Para o estudo da linearidade foram construidas 4 curvas de calibracdo nas
colunas da microplaca intercaladas (B, D, F, H a direita), mostradas invertidas na cor
verde no planejamento (H, F, D, B a esquerda), constituidas do branco (n=4) — leite
sem formol (0,0 mg L™) dispostos na linha (2) destas mesmas colunas (Figura 25) e,
de mais 6 pontos com amostras de leite adicionadas de formol em concentracao
crescente de 18,5; 55,5; 92,5; 185,0; 277,5; e 370,0 mg L™ (equivalendo a [formol]
final de 0,005; 0,0150; 0,025; 0,050; 0,075 e 0,100% v/v) derivatizadas com
floroglucina em meio basico, dispostas nas linhas (3-8). Na mesma placa,
simultaneamente a linearidade, foi testada a precisdo (p) do método proposto pela
repetitividade (n=4) com amostras de leite derivatizadas na concentracdo de 18,5 mg
L™ de formol adicionado (colunas A, C, E, G e linha (3)) e, a recuperacdo (Rn) em 3
niveis de concentracdo — R1(74,0 mg L™), R2(148,0 mg L™) e R3 (333,0 mg L™Y), nas

mesmas colunas e linhas (5, 7 e 9).
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Figura 24. Imagens digitais das microplacas contendo amostras em diferentes
condi¢cBes de preparo, capturadas por scanner de mesa convencional
comerC|aI apos tratadas pelo software desenvolwdo QuantCoIor
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(c)

[\
_ Lei ite In t.c/F'orm l+Flo o-NaOH J | Leite Int. ¢/ MetannLiEloro-NaOH |
(d) () (f)

(a) Leite integral UHT (300 pL/pogo) sem formol; (b) Leite integral UHT derivatizado sem formol (300 pL/pogo) (1
mL de amostra sem formol com 100 L roroqucma 1% (m/v) em meio basico de 200 pL NaOH 5%(v/v)); (c) Leite
integral UHT adulterado com formol(185 mg L™) (300 uL/pogo) (d) ) Leite integral UHT derivatizado com formol
(300 pL/pogo)(1 mL de amostra com formol(185 mg L ) com 100 pL floroglucina 1% (m/v) em meio basico de
200 pL NaOH 5%(v/v)); (e) Leite integral UHT ap06s pré-tratamento com metanol (1:1 v/v) (300 pL/pogo)
derivatizado com 100 pL floroglucina 1% (m/v) em meio béasico de 200 pL NaOH 5/(v/v}, (f) Leite UHT
desnatado derivatizado com formol (300 pL/poco)(1 mL de amostra com formol(185 mg L) com 100 pL
floroglucina 1% (m/v) em meio béasico de 200 pL NaOH 5%(v/V)).

Fonte: Proprio autor - Laboratério DIA — UEL(2015).
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Figura 25. Planejamento de distribuicdo dos experimentos e imagens digitais do
composto intermediario A (HCHO-floroglucina) de cor salm&o, formado
a partir do leite adicionado de formol em diferentes concentracdes
derivatizado com floroglucina 1%(m/v) e NaOH 2,5 e 5%(v/v), utilizados
para avaliacdo da linearidade (4 curvas analiticas com 7 pontos),
precisdo (p, n=4) e recuperacao (3 niveis — R1, R2, R3, n=4) para: (a)
leite desnatado e (b) leite integral

H| G| FI|E|D|c|B|A|] [Ho3=acowsNF=g=ssam >N
s | s| s |s| s ’ s s |s |1 OOQOOO OOOOO
s s s 5 2 Q0000
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R2 R2 R2 R2 7
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s |R3| s [R3| s [RI| s [R3| 9
s s s s s s s s 10
s |s| s [s| s |s| s |s |1
s s s s s |s s s 12
$ - poco vazio  p - precisdo Leite Desnatado | = Leite Integral

Rn - Recuparagio ® @

Fonte: Proprio autor - Laboratério DIA — UEL (2015).

Primeiramente, foram feitas as andlises univariadas independente (R, G, B),
com objetivo de descobrir o nivel de influéncia da cada variavel sobre a cor obtida
para cada tipo de leite, e assim calcular a sensibilidade que cada variavel frente a
coloracdo salméo (Figura 26). Logo, variaram-se todas variaveis independentes R, G
e B, aplicando a regressado linear multipla (RLM), com objetivo de minimizar os
possiveis erros do sistema, como saturacdo de cor, sombras, espalhamento de luz,
entre outras fontes de divergéncias (SANTOS, PEREIRA, 2012).
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Figura 26. Graficos das regressdes univariadas independentes R, G e B de cada
tipo de leite desnatado (a, b, c) e integral (e, f, 9)
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leite integral (d) variavel R; (d) variavel G; (e) variavel B.

Fonte: Proprio autor - Laboratério DIA — UEL (2015).

As curvas analiticas com o0s respectivos coeficientes das regressées

univariadas (R, G e B) e multivariadas (RGB) estdo apresentados resumidamente na

Tabela 9.
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Tabela 9. Resultados das regressdes lineares univariadas (R, G e B) e multivariadas
(RGB) para as curvas de calibracdo empregando leite desnatado e

integral
Leite Variaveis R? Equacéo
R 0,874 y = 9,583x10°x + 0,220
G 0,960 y = 9,373x10™x + 0,366
Desnatado 4
0,950 y =6,390x107x + 0,644
RGB 0,994 y =-478,05 — 1256,49R + 4288,39G — 940,57B
R 0,735 y = 2,132x10°x + 0,220
0,993 y = 2,750x10™x + 0,268
Integral 4
0,945 y=1,674 x10"x + 0,421
RGB 0,962 y =-610,46 + 2393,64R + 1133,18G - 508,93B

Cores primérias R: vermelho (Red); G: verde (Green); B: azul (Blue). R*: Coeficiente de determinacao.

Fonte: Proprio autor - Laboratério DIA — UEL (2015).

A partir dos coeficientes das curvas independentes (R, G e B), observa-se
que as regressoes univariadas G e B sdo as que mais influenciam para ambos o0s
tipos de leite, pois além dos maiores valores para R?, a coloracdo da derivatizacédo
(laranja-rosada/salméo) é complementar dessas variaveis, ocorrendo 0 oposto para
a variavel R que é proxima a cor refletida pela amostra. Como a variavel G
apresentam correlacées um pouco superior que a variavel B, e também melhores
sensibilidades (inclinacdo da curva) em ambos os tipos de leite: 9,373x10™ para o
desnatado e 2,750x10™ para o leite integral. Portanto, quem determinara os limites
de deteccéo e quantificacdo para o sistema RGB sera a variavel G (verde).

Este fenbmeno oOptico, pode ser mais bem vizualizado na Figura 27, pelas
imagens digitais visualizadas na opcado do software QuantColor de cores
complementares para os leites desnatado (Fig. 27(a)) e integral (Fig. 27(b)), e pela
varredura do composto intermediario A (formol-floroglucina) pela reacéo do leite em
meio basico de NaOH (Fig. 27(c)).
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Figura 27. Cores complementares para as imagens digitais do composto A (formol-
floroglucina), formado a partir do leite com formol, floroglucina 1,0%(m/v)
e NaOH 2,5 e 5,0%(v/v) das placas da Figura 25 (a) e (b) para os leites:
(a) desnatado e (b) integral. (c) Varredura do composto intermediario A
(formol-floroglucina)

a
)
d
v
H
D
|
a

L-—-—‘ Varredura da ﬂoroglucinal

A, =476 nm

T

<

@

@

@

@

<
A XK

4

000000000060
YOO

000000060000

00000
L XX
<L IT 0T 6

DOO0O0E
Q@O?QQV

L OO0 0O N B
L0 0 0 0 N O M B
OO XN B
oo o000 00
o000 0O _
o000 00 OO S: : ——t i .
00000000: 400 450 500 550 600 650 700

Leite Desnatado Lok Tatgeal Comprimento de onda (nm)

o &) (©

S

75

®
8

9
Intensidade (u.a.)

000000000000

Fonte: Proprio autor - Laboratério DIA — UEL (2015).

Na andlise multivarida (RGB) para o leite desnatado, com R2 de 0,994, os
coeficientes das variaveis sdo os que mais influénciam R- negativamente e G-
positivamente, respectivamente, indicando que o modelo RGB ¢€ eficiente para a cor
laranja-rosado (salméo). Uma vez que o leite desnatado torna-se quase transparente
(por praticamente ndo conter gordura e ter menos proteinas), esta mistura
derivatizada reflete facilmente sua cor complementar, que esta na faixa do
esverdeado (G) para o detector do scanner. Ja para o leite integral, com R2 de 0,962,
os coeficientes que mais influénciam sdo as variaveis: R — positivamente e B —
negativamente. Isto pode ser explicado pelo fato da refracdo ou dispeséo da luz
emitida pelo scanner, sobre as particulas brancas de gordura e/ou proteina, que
fazem com que a cor salmdo do derivatizante seja facilmente refletida pela cor
branca, tendo uma influéncia negativa para sua cor complementar azul-esverdeado
(B) (RUIZ, 2013).

Os limites de deteccéo (LD) e quantificacao (LQ) foram determinados pelas
equacoles Eqg. (1) e Eqg. (2), respectivamente, do item 3.4 do Capitulo 2, através dos
coeficientes das curvas univariadas R, G e B (Figura 25), indicando que o método é
capaz de quantificar amostras de leite com formol em baixos niveis de concentracéo
na ordem de mg L™ apresentados na Tabela 10, juntamente com sua Equacdes das

curvas univariadas.
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Tabela 10. Regressdes lineares univariadas (R, G e B) e seus respectivos limites de
deteccéo (LD) e quantificacdo (LQ) para os leites desnatado e integral

Leite Variaveis  R? Equag&o LD(mgL") LQ(mgL™
R 0,874 y=9,583x10"x + 0,220 2,13 7,10
Desnatado G 0,960 y=9,373x10"x + 0,366 0,41 1,37
B 0,950 vy =6,390x10"x + 0,644 0,35 1,12
R 0,735 y=2,132x10"x + 0,220 14,20 47,34
Integral G 0,993 y=2,750x10"x + 0,268 4,90 16,29
B 0,945 y=1,674x10"x +0,421 0,33 1,18

Cores primarias R: vermelho (Red); G: verde (Green); B: azul (Blue). R*: Coeficiente de determinac&o. LD: limite
de deteccgédo; LQ: limite de quantificacéo.
Fonte: Proprio autor - Laboratdrio DIA — UEL (2015).

Os resultados da precisdo (p) do método, para cada tipo de leite, foram
determinados pela repetitividade de 4 amostras que sofreram a adi¢cdo de padrao na
concentracdo de 18,5 mg L™ de formol, de forma sucessiva pela leitura do scanner
nos pocos (Planejamento da Figura 25(a)) e estdo resumidos na Tabela 11.

Tabela 11. Precisdo do método proposto para deteccdo de formol em amostras de
leite desnatado e integral, adicionadas de formol, analisadas pelo
sistema proposto por imagens digitais capturadas via scanner aplicando
regresséo linear multipla (RGB)

[HCHO] [HCHO]
Leite Precisdo adicionado encontrado DPR (%)
(mg L™ (mg L) +DP
Repetitividade ~ 1° dia 18,5 17,82 + 0,30 1,68
Desnatado (n:4)” | 2° dia 18,5 16,02 + 0,55 3,43
e ey inter-dia 18,5 1713+ 0,85 4,96
Repetitividade  1° dia 18,5 16,85 + 0,30 1,78
Integral (n=4)_, | 2° dia 18,5 14,77 + 0,77 5,22
'”ter(rr?fg)'a”a inter-dia 18,5 1581+125 7,91

[HCHO]: concentracdo média do formol. DP: desvio padrdo. DPR(%): desvio padr&o relativo. Valor médio para
precisdo (repetitividade, n=4) e para precisao intermediaria (n=8).

Fonte: Proprio autor - Laboratério DIA — UEL (2015).

Observa-se que o meétodo proposto mostrou-se preciso, considerando a
repetitividade intra-dia para o leite desnatado e integral. O mesmo nao ocorreu para
a precisdo intermediaria, em nivel de 5% de significancia, sendo recomendavel a

construcdo da curva analitica todos os dias, principalmente para o leite integral, que
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apresentou DPR maior entre os dias (7,91 %) e no dia (5,22 %), tornando-o
ineficiente para uma quantificacdo confiavel, embora este indice seja aceitavel
considerando a matriz ser bioldgica em um nivel baixo de concentracdo (0,005 % de
formol m/v). Entretanto, como trata-se de uma matriz complexa como o leite, é
recomendavel pela ANVISA, que crie a curva analitica com a propria amostra,
sugerindo-se o levantamento de curvas com adicdo de padrdes, uma vez que o0
efeito de matriz no leite é elevado (BRASIL, 2012).

A exatiddo foi feita pela recuperacdo em 3 niveis (Rn) em quadruplicada
para as amostras adicionadas de formol, calculadas pelo software QuantColor e

apresentadas na Tabela 12.

Tabela 12. Exatiddo do método proposto para deteccdo de formol em leite
desnatado e integral, adicionadas de formol em trés niveis de
concentracdo, analisadas pelo sistema proposto de imagens digitais
capturadas via scanner (AID-scanner), aplicando regresséo linear
multipla (RGB), expressas pelas taxas de recuperacdo

. L [.HCHO] [HCHO] Recuperacgéo
Leite Niveis adicionado encontrado 0

(mg L™ (mg L™) +DP (%)
o R1 74,0 72,30 £ 4,51 97,70
Desnatado  “ynig® Re 1480 147,83 £ 1,90 99,88
Rs 333,0 328,24 £ 9,59 98,57
. R1 74,0 69,25+ 3,34 93,60
Integral E’(‘gﬂgfo R, 1850 177,23 + 4,75 95,80
Rs3 333,0 344,10 17,10 103,33

[HCHO]: concentracdo média do formol. DP: desvio padrdo; Valor médio para recuperacao feita em triplicata
(n=3) em trés niveis de concentracdo de formol: baixa (Ri1), média (Ry) e alta (Rs); para faixa de dinamica de
trabalho de 18,5a 370 mg L™

Fonte: Proprio autor - Laboratério DIA — UEL (2015).

O meétodo foi considerado exato, uma vez que as taxas de recuperacéo
variaram de 93,60 a 103,33 %, dentro dos limites aceitaveis pela ANVISA de 70 a
120%.

A estabilidade foi testada para uma amostra de leite tendo sido adicionado
formol na concentracdo mediana de 185 mg L™, digitalizados na hora e depois de 48
h. O método nao foi consideravel estavel apos 48 h em condicdo ambiental, uma vez

gue os valores dos ensaios variaram acima de 5,0 % do valor inicial, resultado
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esperado pela reducdo de coloracdo prevista pela cinética, convertendo do
composto A (salmdo) para incolor B (Fig. 22 e 23). Outras possibilidades sdo a
degradacdo do formol pelas bactérias do proprio leite ou do ambiente, j& que o
formol é instavel, facilmente degradado a &cido latico (ADROER et al., 1990;
SURUDA, 2003), ou sua volatilizacdo, considerando que as amostras ficam expostas

ao ambiente, uma vez que as microplacas sao abertas.

5.3 COMPARATIVO DE EFICIENCIA DO METODO PROPOSTO POR ANALISE DE IMAGEM
DIGITAL (AID-SCANNER) NA DETERMINAGAO DE FORMOL EM LEITE CRU, UHT E
PASTEURIZADO — INTEGRAL E DESNATADO, FRENTE A APLICAGAO DOS METODOS
OFICIAIS - ESPECTROFOTOMETRIA (UV-VIS) E CROMATOGRAFIA (HPLC-PDA)

Para comparacdo do desempenho do método AlID-scanner proposto neste
Capitulo 3 frente aos métodos recomendados como oficiais apresentados no
Capitulo 2 (método IN 68/2006 ou UV-Vis e método HLPC-PDA) empregaram-se 10
amostras de leite, sendo duas de cada tipo (cru, UHT desnatado, UHT integral,
pasteurizado desnatado e pasteurizado integral). Analisando essas 10 amostras de
leite, ndo se detectou formol em nenhuma amostra empregando-se os trés meétodos:
espectrofotometria (UV-Vis), cromatografia (HPLC-PDA) e analise por imagem digital
(AID-scanner). Desta forma, a comparagao foi feita adicionando-se formol em
concentracdo mediana conhecida de 185 mg L™ (equivalente a 0,050% (v/v)) nas 10
amostras, determinando-se as quantidades de formol pelos 3 métodos em triplicata.
Com os teores das determinacdes de formol pelos 3 métodos, realizou-se a analise
de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey em nivel de 5,0%, cujos resultados estdo

resumidos na Tabela 13.
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Tabela 13. Comparativo de teores de formol determinados pelos 3 métodos - AID-
scanner proposto adotando a regressdao multivariada RGB e métodos
oficiais de referéncia NIOSH — UV-Vis e HPLC-PDA em 10 amostras de
leite bovino — 2 de cada tipo de leite adicionadas de formol (185 mg mL"

") (n=3)
Método
Tipo de leite UV-Vis HPLC-PDA AlD-scanner
[HCOH]total + DP (mg L™
Cru 173,36 ®* + 3,47 175,60®*+5,73 167,23"" +1,71
UHT desnatado 180,60 A + 2,26 184,12%*+4,09 178,25** +264
UHT integral 171,762+ 4,38 181,22**+9,05 172,62%*"* +220

Pasteur. desnatado 180,00%*+6,32 180,20%*+3,79 179,33%" +401
Pasteur. integral 178,40®* +795 174,89%*+272 16943°" +0,60

[HCOH]: Concentragdo média de formol (n=6); DP: desvio padréo; Leite Cru: “in-natura” retirado diretamente da
vaca, sem tratamento industrial. UHT: leite longa vida submetido a ultra-alta temperatura comercializado em
caixinha Tetra Pak. Pasteurizado: leite pasteurizado comercializado em saquinho pléstico. Integral: mantém
integralmente toda a gordura presente naturalmente no leite, apresentando um teor minimo de 3% de gordura.
Desnatado: teor reduzido de gordura por centrifugacdo, maximo de 0,5%. Letras minUsculas diferentes na
mesma coluna demonstram diferengas significativas pelo teste de Tukey. Letras mailsculas diferentes na
mesma linha demonstram diferencas significativas pelo teste de Tukey em nivel de 5%.

Fonte: Proprio autor - Laboratério DIA — UEL (2015).

A partir da analise de variancia e teste de Tukey observou-se que ndo houve
diferencas significativas (p >0,05) para os resultados obtidos pelos 3 métodos UV-
Vis, HPLC-PDA e o método proposto por andlise de imagem digital (AID-scanner),
indicada pela letra “A” maiuscula, que aparece nas mesmas linhas da Tabela 13. J&
com relacédo aos tipos de leite, ndo houve diferenca significativa em nivel de 5,0%
para os dois métodos de referéncia (UV-VIS e HPLC-PDA) e para as amostras de
leite desnatado (UHT e pasteurizado) pelo AlD-scanner, indicado pelas letras “a”
mindsculas nas colunas da Tabela 13. Entretanto, observou-se diferenca
significativa (p>0,05) indicada pelas letras “b” para as amostras de leite cru e integral
(UHT e pasteurizado) pelo AID-scanner apresentando teores menores em relagéo
aos quantificados pelos métodos de referéncia (UV-VIS e HPLC-PDA). Esta
diferenca é justificada pelo preparo da amostra com etapa de extracdo e limpeza do
leite com acetonitrila, exigida pelos 2 métodos de referéncia (UV-VIS e HPLC-PDA),
enquanto, o método de analise de imagem digital por scanner ndo passa por
nenhum tipo de pré-tratamento de amostra, diferenca percebida principalmente nas
matrizes com mais gordura — cru e integral (UHT e pasteurizado).

Este fato indica que a analise por imagens digitais por scanner (AID-
scanner), também apresenta potencial para quantificar gorduras, passivel para

detectar fraudes por reconstituintes, como apresentados nos trabalhos de SANTOS
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et al. (2012) e SANTOS, PEREIRA (2013). Entretanto, se uma precisdo de 5% for
requerida, é possivel se lancar mao da precipitacdo de gordura, o que conduziria a

uma diferenca nao significativa.

6. CONCLUSAO PARCIAL

O método AID-scanner mostrou-se simples, rapido e barato para controle de
gualidade visando detectar adulteracdes por formol em diversos tipos de leite bovino,
com resultados equivalentes para os leites desnatados, quando comparado aos
métodos de referéncia oficiais (UV-Vis e HPLC-PDA), e teores pouco menores para
0 grupo dos que contém gordura (cru e integral). Como vantagens deste método
destacam-se: o fato de ndo exigir pré-tratamento da amostra na etapa de extracéo e
clean-up, apesar da matriz complexa do leite; a reagcédo de derivatizagéo ser imediata
e seletiva, utilizando floroglucina com concentragdo de NaOH adequada, aplicavel a
qualquer tipo de leite; apresentar preparo rapido em minutos contra horas do método
oficial IN 16/2008 apenas qualitativo, permitindo a analise simultdnea quantitativa de
formol em mais de 60 amostras, com 3 curvas analiticas, permitindo diferenciar o
leite desnatado do integral.

Espera-se que o estudo possa contribuir para um monitoramento de rotina
pelos analistas do controle de qualidade no recebimento do leite “in natura” nas
industrias e, para fiscalizacdo dos produtos comerciais por érgaos fiscalizadores
como o MAPA e a Vigilancia Sanitaria, garantindo o direito se o leite esta livre de

formol e apropriado para o consumo ao consumidor.
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CONSIDERACOES FINAIS

O método utilizando o sistema de determinacdo de formol por andlise de
imagens digitais empregando scanner (AID-scanner) proposto e validado neste
trabalho se mostrou: sensivel para a faixa comumente aplicada pelos fraudadores
(0,005-0,100%); com limites de deteccédo e quantificacdo na ordem de miligramas
por litro; linear; seletivo; preciso com menor disperséo; exato, com recuperagao
adequada em 3 niveis de concentracdo; quando comparado aos oficiais
espectrofotométrico UV-Vis e cromatografico (HPLC-PAD) considerados como
métodos de referéncia também validados neste trabalho, porém permitindo efetuar
andlises simultaneas de até 68 amostras com 4 curvas de calibracdo de 7 pontos,
sem a necessidade de pré-tratamento de amostra na extracdo e, tendo a
derivatizacdo imediata para os leites - cru, desnatado e integral - UHT e
pasteurizado.

Sua praticidade e rapidez torna o método AlD-scanner ideal para analise de
um produto como o leite, complexo, altamente perecivel, exigindo resultados rapidos
para tomada de decisdo, quanto ao aceite do leite cru pela inddstria, tanto quanto
para 6rgaos fiscalizadores, que podem fiscalizar os produtos comercializados, de
forma facil e com custo reduzido, considerando 0 scanner e 0s reagentes quimicos.
Portanto, o AID-scanner se mostrou a técnica mais adequada em rotina para
controle de processo e produto para a determinacdo de formol em leite bovino,
apresentando teores comparaveis para o leite desnatado e integral aos métodos
recomendados como oficiais - espectroscopia UV-Vis e HPLC-PDA, apesar de
apresentar diferenca significativa nos teores em nivel de 5%para os leites com
maiores teores de gordura como o cru e o integral (UHT e pasteurizado). E possivel,
porém, fazer com que ndo haja esta diferenca, se os leites cru e integral forem
desengordurados com 1 mililitro de acetonitrila e filtrados em membrana de PTFE.
Entretanto, € preciso avaliar se vale a pena o custo/beneficio dos gastos com
materiais e reagentes e, o tempo no pré-tratamento para desengordurar as
amostras, pois seu uso da forma proposta apresenta patamares aceitaveis para
triagem industrial, e ainda possibilita a distingdo, considerando as diferentes
porcentagens de gordura, entre os tipos de leite desnatado e, cru e integral,

permitindo desse modo agregar o indicativo de uso de reconstituinte proteico, como
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mostrado em outros trabalhos, necesséario quando ha adicdo de agua, uma das
fraudes mais comuns.

Outra perspectiva interessante é que este método pode ser levado a campo,
ja que a analise pode ser feita com poucas adaptacdes, por qualquer instrumento
capaz de captar imagens (celulares, tablets e camera) disponibilizando a analise in
loco, sendo uma ferramenta viavel para a melhora da qualidade do leite,

assegurando a auséncia de formol, composto toxico.
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