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RESUMO

A adicdo de agua ao leite é a fraude mais praticada e dificiimente é realizada de
forma isolada. A deteccdo de fraudes em leite € uma tarefa dificil tanto para a
indUstria como para os 6rgdos de fiscalizacdo. Assim, métodos alternativos para a
inspecédo de leite podem auxiliar na identificacdo de substancias fraudulentas. A
difracdo de raios X (DRX) é capaz de identificar substancias quando presentes na
forma de cristais, produzindo difratogramas com picos caracteristicos. Substancias
intencionalmente adicionadas ao leite podem alterar os padrfes cristalograficos e
influenciar a cristalizagdo da lactose do leite. O objetivo deste trabalho foi
estabelecer metodologia alternativa de deteccdo de fraudes em leite, verificando a
capacidade da DRX em detectar alteragBes no perfil cristalografico do leite. Para
isso, substancias adicionadas ao leite com a intencédo de fraude, leite in natura e
solucdes padrao de lactose a 4,5% adicionadas de ureia, citrato de sédio e sacarose
e foram submetidas a analise de microscopia eletrénica de varredura (MEV) e DRX.
A MEV e a DRX mostrou a lactose como principal componente cristalizado no leite
liofilizado. A intensidade dos picos de lactose do leite liofilizado variou dependendo
da quantidade de solidos e gordura naturalmente presentes no leite. A quantidade
de solidos totais do leite também influenciou a formacdo dos cristais de lactose. A
técnica DRX foi capaz de detectar com preciséo e rapidez o citrato de sodio e aglcar
antes de serem adicionadas ao leite, ou quando adicionadas em altas
concentragbes. A DRX também foi capaz de identificar a presenca de ureia em
solucéo padréo de lactose a 4,5% nas trés concentracdes testadas. Porém, nao foi
capaz de detectar a presenca de citrato de sodio e sacarose quando adicionadas em
solucéo de lactose 4,5% nas concentracdes comumente utilizadas na fraude de leite.
A intensidade dos picos de lactose variou naturalmente no leite liofilizado, portanto
ndo deve ser considerada quando se analisa alteracdes cristalograficas causadas
pela adicdo de substancias ao leite.

Palavras chave: Difragdo. Ureia. Citrato. Sacarose.



BATTAGLINI, Ana Paula Pavao. X-ray difracction as a tool in cristallographic
patterns changes of milk. 2014. 84 p. Thesis (Doctor’s Degree in Animal Science)
— Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2014.

ABSTRACT

The addition of water to milk is the most widely practiced fraud, but this dilution is
hardly added singly. Fraud detection in milk is a difficult task for industries and for
regulatory agencies. Thus, alternative methods of milk inspection can assist in
identifying fraudulent substances. The X-ray diffraction (XRD) is able to identifying
crystallized substances, producing diffraction patterns with characteristic peaks.
Intentionally added substances to milk may change its crystallographic pattern and
influence the lactose crystallization. The aim of this study was to establish an
alternative method of detecting fraudulent substances in milk, studding if XRD is able
to detect changes in the crystallographic profile. The most common fraudulent
substances urea, sodium citrate and sucrose, were added to fresh raw milk and to
4.5% lactose solution and then freeze-dried and analyzed by XRD and scanning
electron microscopy (SEM). XRD and SEM showed lactose crystals as the main
component in the freeze dried milk. The lactose solution intensity of the peaks was
depending on the amount of solids and fat naturally present in milk. The amount of
total solids also had influence on the formation of lactose crystals. The XRD
technique was able to detect accurately and quickly sodium citrate and sucrose
before being added to milk, or when added at high concentrations. XRD was also
able to identify the presence of urea in the 4,5% lactose solution. However, it was not
able to detect the presence of sodium citrate and sugcrose. The intensity of lactose
peaks oscillated naturally in lyophilized milk and therefore should not be considered
when analyzing crystallographic changes caused by the addition of substances to
milk.

Key words: Diffraction. Urea. Citrate. Sucrose.
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1 ESTADO DA ARTE

1.1 INTRODUGAO

O leite é constituido por mais de 100.000 estruturas moleculares,
sendo os principais constituintes a gordura, proteina (caseina e proteinas do soro do
leite), lactose, sais minerais, cinzas e agua (HUI, 1993; VALSECHI, 2001). A maioria
destes constituintes se encontra na forma de grandes estruturas, complexas e
associadas.

O maior componente do leite, a Agua representa cerca de 87% da
sua composicdo. E o meio dispersante para formacdo de uma emulsdo (gordura),
uma suspensao coloidal (caseina) e uma solucao (lactose e sais) (HUI, 1993).

O leite bovino possui em média 3,5% de proteinas, sendo que a
caseina representa 75 - 80% das proteinas totais do leite e sdo compostas
essencialmente pela as1-caseina, as2-caseina, 3-caseina e k-caseina. A estrutura
interna da micela de caseina é constituida predominantemente por asl-, as2-, B-
caseina e nanoparticulas de fosfato de calcio coloidal, enquanto que a k-caseina
esta localizada preferencialmente na superficie da micela (FOX; McSWEENEY,
1998). Os outros 20 - 25% sdo compostos por proteinas do soro do leite, que séo a
B-lactoglobulina (9,5% do nitrogénio total do leite), a a-lactoalbumina (3,5%), as
imunoglobulinas (2%) e a soralbumina bovina (1%). Além destas, ha diversas outras
espécies proteicas distintas, em quantidades muito pequenas (ORDONEZ, 2005).

A lactose é o principal carboidrato do leite e sua concentragao varia
conforme a espécie, com média de 4,5% para leite bovino. Em solucdo, pode ser
encontrada sob a forma de a (61,5%) e B-lactose (38,5%), os quais sdo anémeros
(BRITO, 2007).

No leite fluido, a gordura esté distribuida em globulos que variam de
0,1 @ 15 ym e em quantidades médias de 4,5% (FOX; McSWEENEY, 2006). A
gordura do leite contém mais de 400 diferentes acidos graxos, dos quais 12 estéo
presentes em propor¢cdes superiores a 1% (JENSEN, 2002). A gordura do leite € o
componente que mais sofre variacdo, sendo influenciada pela raca, idade,
alimentacdo e estagio de lactacdo. No Brasil existe uma enorme variagdo na

guantidade de gordura encontrada no leite.
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Os sais presentes no leite representam uma pequena parte dos
sélidos, cerca de 8-9 g/L. Essa fracdo contém calcio, magnésio, sédio e potassio
como principais cations e fosfato inorganico, citrato e cloreto como 0s principais
anions. No leite, esses ions podem estar associados com maior ou menor
intensidade entre eles e entre as proteinas. Dependendo do tipo de ion, eles podem
estar difusos (sddio, potassio e cloreto) ou parcialmente associados com moléculas
de caseina (célcio, magnésio, fosfato e citrato), formando grandes particulas
coloidais chamadas de micelas de caseinas. A fracdo mineral do leite tem sido
objeto de estudo por mais de 60 anos. A maioria dessas pesquisas podem ser
separadas em 2 categorias: (1) pesquisas aplicadas estudando o comportamento
dos minerais durante processos industriais ou sua influéncia na tecnologia de
produtos lacteos; (2) pesquisas basicas estudando a caracteristicas fisico-quimicas,
como concentragao, solubilidade e associacdes, especialmente para fosfato de
calcio (GAUCHERON, 2005).

1.2 CRISTALIZACAO DOS COMPONENTES DO LEITE

A cristalizacdo € um processo fisico de transformacdo de compostos
quimicos em cristais. Quando a cristalizacao € induzida, as propriedades dos cristais
dependem da supersaturacdo, concentracdo dos reagentes, temperatura, taxa de
agitacdo e dos processos de nucleacdo, crescimento, envelhecimento,
amadurecimento, agregacdo dos cristais e transicdo de fase (KEDWARD et al.,
2000). Geralmente, a cristalizacdo é um processo composto de dois principais
passos: a nucleagéo e o crescimento do ndcleo.

A nucleacdo € a primeira etapa do processo de cristalizagéao,
envolvendo a formacdo de cristais a partir de uma solugcdo supersaturada. A
nucleacdo ocorre devido a aglomeracdo ou agregacdo de moléculas ou ions
(HARTEL; SHASTRY, 1991).

Na segunda etapa, o mecanismo de crescimento de um cristal é
constituido por trés fases sucessivas: (1) transporte da massa (difusiva ou
convectiva) do centro para a superficie do cristal, (2) reacéo/interacdo da superficie
com o centro, (3) transporte de calor latente durante o crescimento dos cristais
(NICKERSON; MOORE, 1974; HARTEL; SHASTRY, 1991).

Segundo Mullin (1993), a morfologia de um cristal depende das
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taxas de crescimento nas diferentes faces cristalograficas. Algumas faces crescem
mais rapidas e apresentam um pequeno ou mesmo nenhum efeito sobre a forma de
crescimento, ja as faces que apresentam maiores influéncias sdo as que crescem
em uma menor velocidade.

J& a agregacao ¢é a formacao de agrupamento de cristais unidos por
forcas fisicas ou pontes cristalinas que contribui para o aumento médio do produto
cristalino durante a cristalizacdo em massa (NYVLT, 1985; LINNIKOV, 2008). Esses
agregados geralmente sdo formados quando ha um crescimento rapido de cristais
em contato um com o outro (SHI; LIANG; HARTEL, 2006).

Varios fatores podem alterar a formacao de cristais. A composi¢ao
estrutural, o pH, a temperatura e a velocidade durante a formacédo dos cristais, a
atividade de agua e a quantidade de oxigénio sdo alguns dos fatores que
influenciam o processo de cristalizacdo (VEGA; ROOS, 2007; SOMOLI; DAS;
LANGRISH, 2013). Aditivos e impurezas, intencionalmente adicionadas ou
naturalmente presentes na solucao, também podem influenciar o padrao cristalino de
um composto (WONG; HARTEL, 2014).

1.2.1 Cristalizacéo da Lactose

O padrao cristalografico da lactose, seus anbmeros, cristais e
precipitados pode ser avaliado pela difratometria de raios X (DRX), tanto no leite
integral liofilizado, como em solucéo alcoolica, revelando possiveis semelhancas e
diferencas entre os picos de difracdo de leites normais e fraudados (NIJDAM et al.
2007).

Em imagens microscépicas, os cristais de lactose podem apresentar
diversas formas, dependendo dos tipos e condi¢cdes de cristalizacdo (NICKERSON
et al.,, 1974). A cristalizacdo da lactose é influenciada por diversos fatores, como a
variagcédo da velocidade e da temperatura durante a cristalizacdo. Isto significa que a
forma e ordem dos cristais dependem das condi¢ces de cristalizagao (SOMOLI,
DAS; LANGRISH, 2013). Por exemplo, na cristalizacdo lenta, a a-lactose
monohidratada apresenta cristais na forma de tomahawk (ou cunha/machadinho),
enquanto os cristais de B-lactose apresentam uma forma de diamante irregular
(LISTIOHAD et al., 2005).

Além disso, a presenca conjunta de outras substancias durante a
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cristalizacdo da lactose afeta seu hébito cristalino. Essas substancias podem:

1) Reduzir a solubilidade da lactose, levando a um maior grau de

supersaturacdo e, em consequéncia, a um aumento na taxa de crescimento;
2) Retardar o crescimento dos cristais (CLYDESDALE; ROBERTS; DOCHERTY,

1994);

3) Criar pontos de supersaturacdo de lactose, favorecendo a nucleacado, a

promocdo de pequenos cristais/nucleos e retardando o crescimento dos
cristais (MIMOUNI; SCHUCK; BOUHALLAB, 2005).

Na Tabela 1 estdo listadas as principais substancias que podem

influenciar a cristalizacdo da lactose e seu impacto na formacé&o dos cristais de

lactose.

Tabela 1. Influéncia de diferentes substancias na cristalizagéo da lactose.

Substancias

Impacto

Proteina do soro do leite

Retém &gua e cria pontos de supersaturacao de lactose que sdo
favoraveis para a nucleagéo, resultando na produgdo de pequenos
cristais/nicleos e retardando o crescimento do cristal.

Gordura do leite

Atua como barreira hidrofébica e limita o crescimento dos cristais
de lactose.

Riboflavina

Retarda o crescimento do cristal na diregdo de um eixo, formando
faces trapezoidais.

Sais minerais

Podem aumentar ou diminuir a taxa de crescimento, promover ou
inibir o crescimento dos cristais e reduzir o rendimento da
cristalizacdo da lactose, dependendo do tipo de sal e suas
combinacdes.

B-lactose Influencia o tipo de cristais produzidos. Inibe o crescimento de
cristais do tipo agulha ou formam cristais do tipo prismas.

Sacarose Evita o desenvolvimento completo dos cristais de lactose,
produzindo cristais curtos e grossos com pouco desenvolvimento
do apice e da base. Nenhum efeito sobre o cristal de a-lactose.

Alcool Reduz a solubilidade da lactose e a nucleagao espontanea.

Fonte: adaptado de WONG; HARTEL, 2014.

1.2.2 Cristalizagcéao da Caseina

A cristalografia da caseina aparece em pesquisas ndo envolvendo o

setor alimenticio, no desenvolvimento de polimeros biodegradaveis (VAZ et al.

2003).

Em relacdo a caseina, a difratometria tem seu uso limitado. A sua

estrutura micelar possui grande variabilidade e a organizagao espacial ndo se repete

em padrdes. Ainda, h& discordancia entre autores sobre os diferentes tamanhos que

a micela pode assumir. Outras variacOes estruturais podem ser consideradas: entre
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as micelas de uma Unica vaca e entre as micelas de lotes de diferentes animais
(WALSTRA; KLOEK; VAN VLIET, 2001). Todas essas caracteristicas fazem a
caseina ser amorfa, inviabilizando estudos sobre seu padréo cristalografico em leite
e derivados.

Porém, h& estudos sobre DRX em polimeros industriais que utilizam
caseina em sua composi¢ao, como colas, adesivos e vernizes. Nesses casos hd um
rearranjo estrutural com outras moléculas, fazendo com gque o composto possua

uma relativa ordenacéao e repeticdo molecular (JIA; DU, 2006).

1.2.3 Cristalizagéo da Gordura do Leite

Triglicerideos tém a capacidade de cristalizacdo, porém, a ampla
diversidade de compostos presentes na sua composicdo resulta em diferentes
padrdes de cristalizacdo. Varios fatores afetam a cristalizacdo de lipideos, como o
resfriamento, temperatura final e agitacdo (HERRERA; HARTEL, 2000). O répido
resfriamento sob agitacao intensa forma cristais menores e mais uniformes (TIMMS,
1995; WRIGHT et al., 2001; CAMPOS et al., 2002; WIKING et al. 2009). Por outro
lado, o resfriamento lento sob agitacdo suave leva a formacgéo de cristais grandes,
visiveis a olho nu. Com agitacdo suave, os cristais podem formar aglomerados de
esferulitos com tamanhos de centenas de micrometros (WRIGHT et al., 2001;
TIMMS, 1995). Segundo Walstra; Kloe; Vliet (2001) existem dois tipos de
cristalizacdo de gordura. A primeira € a cristalizagdo do creme e esta relacionada a
processos tecnologicos na sua transformacdo em manteiga e sorvetes. O segundo
tipo € a cristalizagdo da gordura em um glébulo de gordura, ocorrendo em
temperaturas menores, préximas a zero grau centigrado. O arranjo desses cristais
também é diferente e se houver cristais suficientes em um globulo, pode haver
floculagdo, o que é responsavel pela rigidez do mesmo, influenciando na sua
coalescéncia e separacao da gordura do leite fluido.

A raca e alimentacdo do animal também exercem influéncia sobre a
composicao dos acidos graxos, que tem impacto direto sobre sua cristalizacao (SHI;
SMITH; HARTEL, 2001; BERTRAM et al, 2005).

Os cristais de gordura podem ser classificados de acordo com sua
estrutura em a, B’ e B. A forma polimorfica 37 € a mais comum na gordura do leite,
com forma de esferulito (ROUSSEAU; HILL; MARANGONI, 1996). Varias



© 00 N oo o b~ W N e

W W W W W N RN NDNMDNDDRNDNDRNDNNIDRNIERER P P R P P PR, e
BE WO N P O © © N o o0 W NP O © 0 ~N o o0 b W N kB O

17

organizacdes cristalinas diferentes podem ser encontradas simultaneamente na
gordura do leite (LOPEZ et al., 2005).

Mazzanti et al. (2004) analisaram a gordura do leite por difracdo de
raios X e observaram que o resfriamento da gordura do leite a altas velocidades e
baixas temperaturas resultou na formagao de cristais na forma a metaestavel, que
posteriormente resultaram na formagado de uma mistura de cristais dos tipos B’ e [3.
Ao contrario, a cristalizacéo realizada a baixas velocidades de resfriamento e altas
temperaturas finais de cristalizacédo resultou na formacéo de cristais apenas do tipo

B’, sem a presenca de cristais dos tipos a ou f3.

1.2.4 Cristalizacao dos Sais Organicos e Inorganicos do Leite

Sais organicos e inorganicos também podem ter seu padrao
cristalografico explorado pela técnica de difracdo de raios X.

Nem todos os sais estdo em solucdo ou ionizados e quando se
apresentam dessa forma sdo chamados de coloidais. As moléculas de caseina
contém fosfato de calcio coloidal, além Mg, citrato, Na e K, os quais sdo amorfos,
sem capacidade de trocas iGnicas e de composicao variada (CULLITY, 1978).

Os sais solluveis estdo no soro do leite e apresentam padrao
cristalogréafico definido. Esses elementos podem estar sob a forma de céations (K,
Na*, CaCl*, etc), anions (CI', Citrato, SO4, etc) ou neutros (KCl, NaCl, CaSO., etc).

No estudo da cristalografia do leite integral in natura, os sais tem
fundamental importancia devido a sua interferéncia na formagédo dos cristais de

lactose.

1.3 DIFRATOMETRIA DE RAIOS X (DRX)

A difracdo de raios X (DRX) representa o fenbmeno de interacédo
entre o feixe de raios X incidente e os elétrons dos atomos de um material,
relacionado ao espalhamento coerente. Quando os &atomos que geram O
espalhamento dos raios X estdo arranjados de forma simétrica, como em uma
estrutura cristalina, verificam-se padrdes e periodicidade na intensidade de difracéo.
No difratbmetro tradicional a captacdo do eixo difratado € feita por meio de um

detector, segundo um arranjo geométrico conhecido como a geometria Bragg-
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Brentano, que habilita a obtenc&o do angulo 26. O feixe difratado € expresso atraves
de picos, registrados num espectro de intensidade versus o angulo 26, formando o
padrdao difratométrico ou difratograma. As intensidades obtidas em &angulos 26,
representadas através dos picos nos difratogramas, correspondem a difracdo do
feixe incidente por um determinado conjunto de planos do cristal. As informacoes
obtidas de cada pico sdo a intensidade, a posicdo angular (20) ou distancia
interplanar (d) e o perfil. A intensidade e perfil dos picos sdo afetadas ndo s6 por
sobreposicoes dos planos de reflexdo, como também por efeitos fisicos,
instrumentais e por caracteristicas de cada amostra, bem como de efeitos de
preparacao da amostra analisada (KLUG; ALEXANDER,1974; CULLITY, 1978).

Cada composto cristalino apresenta um padrdo difratométrico
caracteristico, permitindo sua identificacdo através das posicdes angulares e
intensidades relativas dos picos difratados (CULLITY, 1978). Um banco com mais de
70.000 compostos € mantido pelo International Center for Diffraction Data nos EUA.
Esse banco de dados € formado por cartbes com os padrbes de referéncia do
composto quimico, que é usado para identificar o material estudado (modelos de
cartdes em anexo).

A DRX em produtos lacteos é mais usada em estudos reoldgicos de
queijos, doces e soro de leite em p6. As principais estruturas que tém seu padréao
cristalografico estudado sdo a lactose e os triglicerideos (VEGA; ROOS, 2007). No
leite fluido esses componentes estdo amorfos e quando sdo processados
tecnologicamente podem originar cristais. Na liofilizacdo (freeze-drying), um
processo de desidratacdo na auséncia de ar amosférico e em baixa temperatura,
promove a formacdo de cristais e as propriedades fisico-quimicas do leite sdo
mantidas quase que inalteradas (GAVA; FRIAS; SILVA, 2009).

A associagdo das técnicas de DRX e microscopia eletrbnica de
varredura (MEV) é importante para a caracterizagdo micro-estrutural e composicao
guimica dos produtos lacteos. Com a (MEV) € possivel observar e analisar
caracteristicas micro-estruturais de objetos sdlidos - um instrumento pode alcancar
uma resolucdo melhor que 1 nm. Outra caracteristica importante do MEV é a
aparéncia tridimensional da imagem das amostras (NAGATANI et al., 1987), o que

possibilita maior compreensao sobre sua organizacgao.
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1.4 FRAUDES EM LEITE

Qualquer adicao ou subtracdo de substancias no leite antes de seu
beneficiamento é proibida por lei, além de trazer riscos a saude publica (BRASIL,
2011). As fraudes mais praticadas sdo a adicdo de &gua, reconstituintes de
densidade, neutralizantes de acidez e substancias conservadoras (TRONCO, 2008;
KARTHEEK et al., 2011). A adicdo de agua tem como Unico objetivo aumentar o
volume de leite. Essa fraude dificimente é realizada de forma isolada devido a
facilidade das provas de rotina (crioscopia e densidade) em detectar a adulteragéo.
Alteracdes do indice crioscépico do leite sdo frequentemente observadas em
trabalhos realizados em todo o Brasil (SOUZA, et al., 2011; GIOMBELLI et al.,2011),
assim como a presenca de substancias reconstituintes de densidade, como acucar,
sal e farinha (MENDES, et al. 2010; FIRMINO et al., 2010; ROSA-CAMPOS et al.,
2011).

Nos ultimos anos, as fraudes em leite se tornaram mais elaboradas,
com a adicdo simultanea de diversas substancias e em quantidades equilibradas
que podem confundir os testes utilizados no controle de qualidade da industria de
laticinios. Além disso, outras substancias de dificil deteccdo por provas de rotina
podem estar sendo utilizadas.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a capacidade da técnica de difratometria de raios X em
detectar fraudes em leite.

3.1.1 Objetivos Especificos

a) Determinar o perfil cristalografico de leite cru liofilizado;

b) Caracterizar a micro-estrutura dos componentes do leite.
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4 ARTIGOS PARA PUBLICACAO

4.1 CARACTERIZAGAO MICRO-ESTRUTURAL DO LEITE CRU LIOFILIZADO
(MICROSTRUCTURE CHARACTERIZATION OF LYOPHILIZED WHOLE MILK)

4.1.1 Resumo

Conhecer o comportamento natural dos cristais de lactose no leite
integral e os fatores que influenciam sua cristalizacdo € fundamental para detectar
alteracbes causadas pela adicdo intencional de substancias ao leite. Quando
associadas, a difracdo de raios X (DRX) e a microscopia eletrbnica de varredura
(MEV) séo eficazes na caracterizacdo estrutural e composi¢éo quimica dos produtos
lacteos. O objetivo deste trabalho foi caracterizar a micro-estrutura do leite integral
liofiizado e a interacdo dos componentes naturais do leite com a cristalizacado da
lactose. Na MEV, foi possivel observar que a lactose do leite liofilizado € o principal
componente cristalizado, enquanto proteinas e lipideos permaneceram amorfos em
sua maior parte. A DRX também mostrou a lactose como o principal componente
formador de cristais, com picos entre 6,3° e 55,4° no leite liofilizado. Os sélidos do
leite influenciaram na intensidade dos picos da lactose localizados entre 12,51 e
37,61°. Quanto maior a quantidade de solidos e gordura, menor foi a intensidade
destes picos. Da mesma forma, a quantidade de soélidos totais interferiu no processo
de formagé&o dos cristais de lactose.

PALAVRAS-CHAVE: cristalografia, difratometria, lactose.
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4.1.2 Abstract

Knowing the natural behavior of lactose crystals in whole milk and the factors that
have influence on its crystallization is crucial to detect changes caused by the
fraudulent addition of substances to milk. When combined, X-ray diffraction (XRD)
and scanning electron microscopy (SEM) are effective in structural and chemical
characterization of dairy products. The aim of this study was to analyze the
microstructure of the freeze-dried whole milk and the interaction of natural milk
constituents with the lactose crystallization. SEM showed lactose as the main
crystallized component in freeze-dried milk, while proteins and lipids remained mostly
amorphous. XRD also showed lactose as the principal component of crystals, with
peaks of 6.3° and 55.4° in freeze-dried milk. Milk solids had influence on the intensity
of the peak located between 12.51 and 37.61°. The greater the amount of solids and
fat, the lower the intensity of these peaks. Similarly, the total solids amount interfered

with the formation of lactose crystals.

KEYWORDS: crystallography, diffractometry, lactose.
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4.1.3 Introducao

A difracdo de raios X (DRX) é amplamente utilizada na tecnologia de
produtos lacteos. Lactose, triglicerideos, caseina e sais organicos e inorganicos sao
compostos de moléculas com perfis cristalograficos explorados por difracdo de raios
X (MAZZANTI; MARANGONI; IDZIAK, 2009; THACHEPAN; LI; MANN, 2010). No
leite fluido esses componentes estdo amorfos e quando sdo processados
tecnologicamente podem originar cristais (VEGA; ROOS, 2007).

A lactose € um dos componentes do leite mais estudados por DRX e
seus difratogramas podem apresentar diferencas entre si. Os sélidos do préprio leite,
como as proteinas e sais, e a adicdo de substancias estranhas, podem interferir na
intensidade dos picos (NIJDAM et al. 2007). Conhecer o comportamento dos cristais
de lactose e os fatores que influenciam sua cristalizacéo é fundamental para detectar
alteracdes causadas por processos tecnolégicos ou adicdo intencional de
substancias estranhas.

Quando associadas, a DRX e a microscopia eletronica de varredura
(MEV) séo eficazes na caracterizacdo estrutural e composi¢ao quimica dos produtos
lacteos.

O objetivo deste trabalho foi caracterizar a micro-estrutura do leite
integral liofilizado e a interacdo dos componentes naturais do leite com a

cristalizacéo da lactose.

4.1.4 Material e Métodos

Foram utilizadas amostras de leite cru refrigerado de 20
propriedades rurais do norte do Parana.

As amostras foram encaminhadas a Associacdo Paranaense de
Criadores de Bovinos da Raga Holandesa (APCBRH) e analisadas quanto a
porcentagem de gordura, proteina, lactose, sdlidos totais (ST), soélidos nao
gordurosos (SNG) e ureia pela metodologia de infravermelho (INTERNACIONAL IDF
STANDART 141C, 2000). Para a determinacdo do pH, as amostras foram
analisadas no Laboratorio de Inspecdo de Produtos de Origem Animal (LIPOA) da
Universidade Estadual de Londrina (UEL) utilizando o pHmétro portétii Hanna
H18424.
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Para o processo de liofilizagao, 30 mL de leite foram encaminhadas
ao LIPOA e congelados a -18° C em 4h e assim permanecendo por mais 44h para
minimizar as variaveis que pudessem interferir na cristalizacdo dos componentes
lacteos.

Apés congelamento, as amostras foram liofilizadas em aparelho
giratorio tipo speed vac (Speed Vac SC110), Savant Instruments, Inc., USA por 30
horas. A liofilizag&o (freeze-drying) é um processo realizado em baixas temperaturas
e na auséncia de ar atmosférico, mantendo as propriedades fisico-quimicas e
organolépticas quase inalteradas (GAVA; FRIAS; SILVA, 2009).

A micro-estrutura das amostras liofilizadas foi analisada pela
microscopia eletronica de varredura (MEV). Fragmentos dos leites liofilizados foram
fixados com glutaraldeido 2% em tamp&o cacodilato 0,1 M por 15 horas. Apds a
fixagdo, as amostras foram lavadas duas vezes em tampao cacodilato 0,1 e fixadas
novamente com 6smio 1% por seis horas. Posteriormente, as mostras foram lavadas
em tampao cacodilato e desidratadas progressivamente com etanol 70%, 80%, 90%
e 100%, sendo entdo secas ao ponto critico em CO, (Bal Tec CPD 030). Apos
secagem as amostras foram fragmentadas, colocadas em stubs e recobertas com
uma camada de ouro de 25nm de espessura (Sputter coater Bal-Tec SCD 050) para
analise no microscépio eletrdnico de varredura FEI Quanta 200. A Espectroscopia de
Energia Dispersiva (EDS) indicou que o0s cristais apresentaram estruturas compativel
com a lactose.

As amostras liofilizadas foram enviadas ao Laboratério de Raios X
da UEL e analisadas com o difratbmetro Panalytical X"Pert PRO MPD, com tubo de
cobre, monocromador de grafite e detector por ionizacdo, em um intervalo de 5° a
60°, 28, com passo de 0,05° e um segundo de medida em cada passo. Os
difratogramas foram submetidos a andlise no software X'Pert HighScore Plus
(PANALYTICAL, 2004).

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso e as
variaveis analisadas foram pH, porcentagem de gordura, de proteina, de lactose, de
soélidos totais (ST) e de solidos ndo gordurosos (SNG) e uréia. Os dados foram
testados quanto a normalidade e homocedastidade e ndo apresentaram distribuicéo
normal segundo o teste de Kolmogorov-Smirnov. Para avaliar a relagdo da
cristalinidade e intensidade dos picos com os componentes do leite, foi feita uma

analise de regressao, com correlacao linear pelo teste de Spearman. As correlacdes
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foram consideradas fracas quando r < O, e moderadas quando r = 0,5 - 0,75. Os
testes consideraram p < 0,05 como estatisticamente significativo. Para todas as

analises foi utilizado o programa Statistica 7.0.

4.1.5 Resultados e Discussao

Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A MEV revelou cristais de lactose e cristais e glébulos de gordura
inseridos em uma rede de caseina (Figura 1a). Foram observados cristais de lactose
com um eixo de simetria, lados trapezoidais, bases e topos rombos (Figura 1b e 1d).
Esta forma, conhecida como tomahawk, ocorre em condi¢des lentas de cristalizacéao
(LISTIOHADI et al. 2005; HUNZIKER; NISSEN;1926). A gordura se apresentou nas
formas de glébulos e esferulitos (Figura 1c, 1e e 1f, respectivamente). A gordura do
leite pode apresentar simultaneamente varias organizacdes cristalinas diferentes
(LOPEZ et. al, 2005) e também uma cristalizacdo parcial (ROUSSSEAU, 2000;
FREDRICK; WALSTRA; DEWETTINCK, 2010) dependendo das interferéncias
durante o processo de cristalizacdo. A forma de esferulito é caracteristica dos
cristais tipo B', comumente encontrado na gordura do leite (NARINE; MARANGONI,
1999).
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Figura 1. a) micro-estrutura de leite liofilizado — 1000x; b) setas continuas indicam
cavidades globulares da gordura na matriz proteica; setas pontilhadas indicam
cristais de lactose — 4000x; c) glébulo de gordura - 4000x; d) cristais de lactose -
12000x; e) esferulitos de gordura — 24000kx; f) esferulitos de gordura — 50000x.
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Difracéo de raios X (DRX)

O perfil cristalografico das 20 amostras de leite cru liofilizado gerou
picos distribuidos em um plano de fundo amorfo. Estes picos surgiram entre 6,3° e
55,4° (Figura 2). Uma andlise foi realizada pelo software de difratometria
(PANALYTICAL, 2004) com o objetivo de identificar o componente cristalino que
originou os picos. A partir da base de dados do software, os picos foram
identificados como lactose monohidratada, com 85% dos picos condizentes com o
padrdo difratométrico deste composto.

A lactose pode cristalizar em diferentes formas, incluindo a a-
lactose, B-lactose e uma mistura delas. A forma como estes dois cristais estao
presentes no leite influenciam a intensidade e a localizacdo dos picos (DRAPIER-
BECHE et al., 1997; NIJDAM et al., 2007). Neste trabalho, dentro do intervalo de
medicdo dos angulos de difracdo, foi observada a presenca de picos carcteristicos
de a-lactose, B-lactose e lactose hidratada (Figura 2). A presenca de solidos do leite
e a alta umidade diminuem a taxa de cristalizacdo e favorecem a mutarotacao,

formando diferentes tipos de critais de lactose (NIJDAN et al, 2007).

Coums/s

600 —

400 |

200 —

Figura 2. Somatodria dos difratogramas de 20 amostras de leite liofilizado; picos
representam a lactose.

A difratometria de raio X revelou a lactose como o principal
componente cristalizado, enquanto proteinas e lipideos permaneceram amorfos em

sua maior parte. Quando os atomos estéo sistematicamente arranjados, como nos
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cristais de lactose, padroes difratométricos sao visiveis, assim como periodicidade
nos picos da difragédo (CULLITY, 2001).

Influéncia dos componentes do leite na intensidade dos picos mais frequentes

e nataxa de cristalizagdo da lactose

Os resultados obtidos da analise do pH, da porcentagem de gordura,
de proteina, de lactose, de solidos totais (ST) e de sélidos ndo gordurosos (SNG) e a

concentracéo de ureia do leite cru refrigerado estéo descritas na Tabela 2.

Tabela 2. Mediana (Mdn), média (X), desvio padrao (o) e valores minimos e
maximos (F) do pH, gordura, proteina, lactose, sélidos totais (ST), sdélidos nao
gordurosos (SNG) e ureia das 20 amostras de leite cru refrigerado.

Mdn XtOo Min. F Max.

pH 6.68 6.58 + 0.27 5.93 I 6.81
Gordura (%) 3.86 3.97+£1.33 143+ 6.84
Proteina (%) 3.18 3.22+0.18 2.76 F 3.50
Lactose (%) 4.46 4.40 £ 0.26 3.67 -4.68
SNG (%) 8.63 8.50 + 0.57 6.74 F9.14
ST (%) 12.66 12.48 +1.54 8.98 - 15.08
Ureia (mg/dL) 11.22 10.74 + 3.04 3.06 - 16.24

Os difratogramas das 20 amostras de leite liofilizado revelaram
semelhanca entre os cristais de lactose, porém com picos de intensidade diferentes
(Tabela 3). NIJDAM et al. (2007) também observaram que a quantidade de sdlidos,
como as proteinas e sais, interferem na intensidade dos picos.

Na Tabela 3 estdo apresentadas a média (X) e desvio padrdo (o) da
intensidade dos picos de lactose que aparecem em mais de 80% das 20 amostras
de leite liofilizado.
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Tabela 3. Média (X) e desvio padrdo (o) da intensidade dos picos de lactose que
aparecem em mais de 80% das 20 amostras de leite liofilizado.

Intensidade*

Pico (°) - .
12,51 105,95 54,19
16,40 144,30 60,37
19,13 248,44 39,93
20,03 612,72 148,07
21,24 171,11 37,48
23,77 114,83 52,88
25,64 58,34 18,42
33,20 33,57 13,47
37,61 54,69 19,50

* Contagem por segundo

Na Tabela 4 sdo apresentados os indices de correlacao (r) entre os
compontes do leite e a intensidade dos picos de maior intensidade e a cristalinidade
da 20 amostras de leite liofilizado.

Tabela 4. indice de correlacdo (r) entre os compontes do leite e a intensidade dos
picos de lactose de maior intensidade e a cristalinidade das 20 amostras de leite
liofilizado.

indice de correlacio (r)

pH Gordura  Proteina Lactose  SNG ST Ureia

(%) (%) (%) (%) (%) (%)  (mg/dL)
Pico 12,51° -0,43  -0,57* -0,17 -0,38 -0,38 -0,63** -0,41
Pico 16,40° -0,10 -0,29 -0,32 -0,44 -0,44 -0,40 -0,49
Pico 19,13° -026 -0,15 -0,20 -0,56* -0,47 -0,31 -0,36
Pico 20,03° -0,39 -0,37 0,47 0,17 0,26 -0,22 0,03
Pico 21,24° -0,46 -0,27 -0,31 -0,65* -0,58* -0,46 -0,59*
Pico 23,77° -0,16 -0,21 -0,38 -0,51 -0,50 -0,37 -0,55
Cristalinidade -0,30 -0,42 -0,24 -0,49 -0,47  -0,54* -0,42

*p<0.05 **p<0.01

A taxa de cristalizacdo das amostras do leite liofilizado foi
inversamente proporcional a quantidade de sélidos totais encontrada nas amostras
(r=-0,5399, p=0,031). A cristalinidade relativa é baseada na area total e na area
amorfa dos difratogramas de raios X, e uma diminuicdo da area amorfa resulta em
um aumento da cristalinidade (VANIER et. al, 2012). O teor de solidos influenciou de

maneira inversamente proporcional na intensidade dos picos localizados entre 12,51
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e 37,61° (Tabela 4).

A cristalizagéo da lactose é influenciada por diversos fatores, como a
variacdo da velocidade e da temperatura durante a cristalizacao. Isto significa que a
forma e ordem dos cristais depende das condi¢des de cristalizacdo (SOMOLI; DAS;
LANGRISH, 2013). Neste estudo, as condi¢cdes de liofilizacdo (velocidade e
temperatura de congelamento; temperatura, tempo e presséao de liofilizagdo) foram
controladas para evitar que as diferencas no protocolo interferissem nos resultados.

Em geral, os sodlidos do leite tém componentes que promovem ou
inibem o crescimento dos cristais de lactose. A gordura do leite atua como uma
barreira hidrofébica que limita o crescimento dos cristais de lactose (KELLY, 2009).
Além disso, diferencas na taxa de crescimento dos cristais de lactose também
interferem na forma destes cristais. Quando a taxa de crescimento do cristal é alta,
sdo formados cristais na forma de prismas. A medida que a taxa de crescimento
diminui, a forma de cristal é alterada para tomahawk (ZENG et al., 2000).

A DRX ndo conseguiu identificar a presenca de cristais de gordura
nas amostras de leite liofilizado. Por ser formada por grande variedade de acidos
graxos, a cristalizacdo da gordura do leite € um processo complexo. A formacéo de
cristais de gordura também pode ser influenciada pela raca e alimentacdo dos
animais, temperatura e velocidade de resfriamento e a agitagdo (HERRERA,
HARTEL, 2000; SHI; SMITH; HARTEL, 2001; BERTRAM et al, 2005). Ja a MEV

identificou a gordura do leite nas formas globular e esferulito (Figura le e 1f).

4.1.6 Conclusodes

Na MEV, a lactose do leite liofilizado foi o principal componente
cristalizado, enquanto proteinas e lipideos permaneceram amorfos em sua maior
parte. A gordura apareceu predominantemente na forma de esferulitos.

A DRX também mostrou a lactose como o principal componente
formador de cristais, com picos entre 6.3° e 55.4° no leite liofilizado.

Os solidos do leite influenciaram na intensidade dos picos da lactose
localizados entre 12.51 e 37.61°. Quanto maior a quantidade de solidos e gordura,
menor é a intensidade destes picos. Da mesma forma, a quantidade de sélidos totais
interferiu no processo de formacao dos cristais de lactose.

A formacdo de cristais mostrou ser influenciada por varios fatores,
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como componentes acompanhantes e condi¢cdes de prepara das amostras, sendo

necessarios outros estudos para determinar de qual maneira isso ocorre.
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4.2 DIFRATOMETRIA DE RAIOS X APLICADA A INSPECAO DE LEITE NA DETEGCAO DE FRAUDES

(X-RAY DIFFRACTION APPLIED TO INSPECTION OF MILK AND FRAUD DETECION)

4.2.1 Resumo

A deteccdo de fraudes em leite é uma tarefa dificil tanto para a
indUstria como para os 6rgaos de fiscalizacdo. Assim, métodos alternativos para a
inspecédo de leite podem auxiliar na identificacdo de substancias fraudulentas, com
resultados mais rapidos e precisos. O objetivo deste trabalho foi utilizar a difracéo de
raios X para identificar compostos desconhecidos adicionados ao leite antes de seu
beneficiamento. Duas substancias utilizadas para fraudar leite foram encaminhadas
ao Laboratorio de Inspecédo de Produtos de Origem Animal da UEL por laticinios do
Parana. As amostras foram submetidas a testes fisico-quimicos e também
encaminhadas para o Laboratorio de Difracdo de Raios X da UEL e analisadas com
o difratbmetro Panalytical X'Pert PRO MPD. A Amostra A foi identificada como
citrato de sodio (NazCeHsO7) pelo difratbmetro. Esse resultado condiz com o0s
padrbes obtidos nas provas fisico-quimicas realizadas, onde a substancia tornou o
ponto de congelamento mais negaivo. A Amostra B foi identificada como sacarose
(C12H22011). Esse resultado também condiz com os padrdes obtidos nas provas
fisico-quimicas, onde a substancia influenciou a densidade e a crioscopia, além de
ser positiva para a prova de acUcares. A identificacdo de substancias adicionadas ao

leite foi possivel através da difratometria com rapidez e precisao.

PALAVRAS-CHAVE: sacarose, citrato, fraude.
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4.2.2 Abstract

Alternative methods in dairy inspection can help to identify fraudulent
substances, with faster and more accurate results. The aim of this work was to use
the X-ray diffraction to analyze unknown substances added to raw milk before its
industrialization. Two samples were received by the Laboratory Inspection of Animal
Products UEL. Physical chemical tests were made and after the samples were
submitted to the X-Ray Diffraction Laboratory of UEL and analyzed with PANalytical
X'Pert PRO MPD diffractometer. The sample "A" was identified as sodium citrate
(NazCsHs07). This result agreed with its physicochemical characteristics, since the
substance deepened the freezing point of milk. The sample "B" was identified as
sucrose (C12H22,01;). This result also agreed with physicochemical patterns, once the
substance had changed the density, the freezing point and was positive for sugar
test. The identification of substances was possible by X-ray diffraction, enabling fast

and accurate fraud detection.

KEYWORDS: Sucrose, Citrate, Fraud.
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4.2.3 Introducao

Qualquer adicao ou subtracdo de substancias no leite antes de seu
beneficiamento é proibida por lei, além de trazer riscos a saude publica (BRASIL,
2011). Essas préticas sdo caracterizadas como fraudes e frequentemente estédo
associadas a adicdo de agua para aumentar o volume do leite, conserva-lo ou
mascarar sua acidez.

Além de alterar a composicéo natural do leite, as fraudes podem ser
um risco a saude dos consumidores, uma vez que compostos nao indicados ao
consumo humano podem ser utilizados, como soda caustica, hipoclorito de sodio,
formol e urina (TRONCO, 2008).

Sao inimeras as substancias que podem ser adicionadas ao leite e
nem sempre as provas de rotina, que séo especificas para cada substancia, obtém
éxito em sua deteccdo (KAROUI;, BAERDEMAEKER, 2007). O uso de novas
tecnologias pode auxiliar na identificacdo dessas substancias fraudulentas, com
resultados mais rapidos e precisos.

O objetivo deste trabalho foi utilizar a difragdo de raios X para
identificar compostos desconhecidos adicionados ao leite antes de seu

beneficiamento.

4.2.4 Material e Métodos

Duas amostras de substancias utilizadas para fraudar leite foram
encaminhadas ao Laboratorio de Inspecdo de Produtos de Origem Animal da UEL
(LIPOA) por laticinios do Parana, que informaram que as substancias eram
adicionadas intencionalmente por coletores de leite. A Amostra A era um po fino,
branco e inodoro. A Amostra B era um gel translucido, ja misturado ao leite.

As amostras foram diluidas em agua destilada em diversas
proporcdes, de 1% até 10% e depois estas solugbes foram adicionadas ao leite.
Realizou-se, entdo, analises de crioscopia, densidade, pesquisa para amido,
hipoclorito, cloretos, peréxido de hidrogénio, formol e sacarose (BRASIL, 2006).

Paralelamente, amostras das substancias em po (A) e em gel (B)
foram encaminhadas para o Laboratério de Difracdo de Raios X da Universidade

Estadual de Londrina e analisadas com o Panalytical X"Pert PRO MPD, com tubo de
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cobre, monocromador de grafite e detector por ionizagdo (PANALYTICAL, 2004). A
medida da Amostra A foi realizada em um range de 5 a 70°, 26, com passo de 0,05°
e 1 segundo de medida em cada passo. A medida da Amostra B foi realizada num

range de 5 a 50°, 26, com passo de 0,005° e 1 segundo de medida em cada passo.

4.2.5 Resultados e Discussao

Por se desconhecer a concentracao utilizada para fraudar leite das
substancias recebidas, ensaios com a adicdo de diferentes concentragbes foram
testados no LIPOA. A Tabela 5 mostra os resultados das analises fisico-quimicas
realizadas na substanica A com diluicdo a 4% em &agua, e na substancia B diluida a
10%.

Tabela 5. Caracteristicas fisico-quimicas da solucdo aquosa da substancia A a 4%
(Amostra A) e da substancia B a 10% (Amostra B) enviadas para a rotina do
laboratorio de inspecao de leite da UEL.

Amostra A Amostra B

Crioscopia (°H) -0,505 *

Densidade & 15°C (g/cm®) <1,014 >1,042
Pesquisa de amido negativo negativo
Pesquisa de hipoclorito negativo positivo
Pesquisa de cloretos negativo negativo
Pesquisa de sacarose negativo positivo
Pesquisa de H,0, negativo negativo
Pesquisa de formol negativo negativo

* erro de leitura.

A Amostra A apresentou crioscopia de -0,505°H e densidade a 15° C
de 1,014 g/cm3. A crioscopia da Amostra B foi inferior ao limite minimo de leitura do
aparelho e a densidade foi superior a capacidade de leitura do
termolactodensimetro, impossibilitando a afericdo em todas as dilui¢cdes realizadas.

N&do foram encontradas a presenca de peroxido de hidrogénio,
formol, amido e cloretos em nenhuma das duas solu¢gbes analisadas. O teste de
sacarose e hipoclorito foi positivo apenas para a Solucéo B.
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O hipoclorito pode ter sido adicionado intencionalmente como parte
da fraude no leite, com o objetivo de impedir a multiplicacdo bacteriana, ou ainda ser
um residuo da sanitizacdo de equipamentos (VELLOSO, 2002). Como a Amostra B
foi retirada de um compartimento de caminhdo isotérmico usado no transporte a
granel de leite, nenhuma das hipéteses pode ser descartada.

As substancias A e B também foram adicionadas ao leite, em
diversas concentracdes, com o objetivo de determinar a quantidade de agua que
poderia ser adicionada na presenca destas substancias. A adicdo de 4% da
substancia A permitiu aumentar o volume do leite em até 10% fazendo com que a
crioscopia, a densidade e a acidez ficassem dentro dos limites determinados pela
legislacdo, o que impediria a sua deteccéo pelas provas de rotina se adicionado ao
leite cru nessa proporcdo. A substancia B, além de ser positiva na prova de
sacarose, apronfundou a crioscopia e aumentou a densidade do leite, sendo que a
concetracdo adicionada ao leite que apresentou resultados mais proOximos aos
padrées permitidos na legislacdo foi a adicdo de 10% da substancia B e 10% de
agua (Tabela 6).

A adicao de agua no leite faz com que o ponto de congelamento se
aproxime de 0°H. Por sua vez, substancias com propriedade de ficar em solucao no
leite, como sais e acUcares, tornam o indice crioscopico cada vez mais negativo
(FOX; McSWEENEY, 1998). Assim, € possivel mascarar a adicdo de agua no leite
pela adicdo de compostos soluveis, recompondo o indice criscépico do leite
fraudado. Leites fraudados com agua também tém suas densidades alteradas,
ficando mais proximas de 1,000g/cm3. Nesse caso, as substéncias comumente

utilizadas como reconstituintes sao farinha, agtcar ou sal (AMIOT, 1991).

Tabela 6. Crioscopia e densidade do leite sem fraude e com adicdo de 4% da
substanica A e 10% da Substancia com 10% de agua.

Leite + Leite +
Leite Substancia A Substancia B
4% + 10% agua 10% + 10% agua
Crioscopia (°H) -0,537 -0,533 -0,572
Densidade & 15°C (g/cm?®) 1,032 1,030 1,038

As provas de rotina realizadas no LIPOA indicaram que a substancia
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B possuia sacarose em sua composi¢cado e agiu como reconstituinte de densidade e
crioscopia. A substancia A também se comportou como reconstituinte, porém sem
indicios do que havia em sua composicdo quando utilizou-se as provas oficiais de
deteccéao.

As substancias A e B foram, entdo, encaminhadas ao Laboratorio de
Difragéo de Raios X da UEL e analisadas com o difratbmetro de raios X Panalytical
XPert PRO MPD.

A substancia A (em po6) foi indentificada como citrato de sodio
(NazCsHs07) (PDF number 00-016-1170), conforme o difratograma mostrado na
Figura 3. Esse resultado condiz com os padr@es obtidos nas provas fisico-quimicas
realizadas no LIPOA, onde a substancia provocou o aprofundamento da crioscopia
do leite. O citrato de sédio pode ser utilizado como estabilizante em leite UHT, mas é
proibido em leite cru e pasteurizado (BRASIL, 2011). Para o leite UHT, ndo h&a
parametro de indice crioscOpico, justamente porque o0s sais estabilizantes
permitidos, entre eles o citrato, alteram o padrdo estabelecido para o leite cru e

pasteurizado.
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Figura 3. Difratograma da substancia em p6 (substancia A), identificada como citrato
de sodio (NazCsHs07) (PDF number 00-016-1170). Linhas verticais sobre o gréfico
indicam picos de citrato de sodio.

A substancia B (em gel) foi indentificada como sacarose (C12H22011)
(PDF number 00-024-1977), conforme o difratograma na Figura 4. Esse resultado
também condiz com os padrdes obtidos nas provas fisico-quimicas realizadas, onde
a substéncia influenciou a densidade e a crioscopia, além de ser positiva para a

prova de sacarose.
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Figura 4. Difratograma da substancia em gel (substancia B), identificada como
sacarose (C12H22011) (PDF number 00-0124-1977). Linhas verticais sobre o
gréfico indicam picos de sacarose.

A difracdo de raios X em produtos lacteos é mais usada em estudos
reologicos de queijos, doces e soro de leite em pd. As principais estruturas que tém
seu padréo cristalografico estudado séo a lactose e os triglicerideos (MAZZANTI et
al. 2004).

Os resultados mostraram que o campo da inspecdo de laticinios
também pode ser explorado por essa técnica, uma vez que obteve éxito na
identificagcéo de substancias desconhecidas adicionadas ao leite.

Assim, a identificacdo de substancias adicionadas ao leite foi
possivel através da difratometria de raios X, possibilitando rapidez e precisdo na
deteccao de fraudes.
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4.2.6 Conclusotes

As provas de densidade e crioscopia ndo seriam suficientes para
detectar a fraude realizada pela adicdo de agua e concentracfes especificas das
susbtancias A e B. Analises oficiais para as susbstancias especificas ndo permitiriam
identificar a presencga da substancia A e o leite seria considerado néo adulterado.

A difratometria de raios X identificou com precisdo as substancias
utilizadas em fraudes de leite, podendo essa metodologia ser uma ferramenta

importante na detecgao de fraudes.
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4.3 ALTERAGOES CRISTALOGRAFICAS DA LACTOSE PELA ADICAO DE SUBSTANCIAS

UTILIZADAS EM FRAUDE NO LEITE: UREIA, CITRATO DE SODIO E AGUCAR

4.3.1 Resumo

As fraudes mais praticadas em leite sdo a adicdo de &gua,
reconstituintes de densidade, neutralizantes de acidez e substancias conservadoras.
A adicdo de 4gua tem como Unico objetivo aumentar o volume de leite. Essa fraude
dificilmente é realizada de forma isolada devido a facilidade das provas de rotina
(crioscopia e densidade) em detectar a adulteragdo. Substancias intencionalmente
adicionadas ao leite podem alterar os padrdes cristalograficos e influenciar a
cristalizacdo da lactose do leite. O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da
ureia, citrato de sédio e sacarose na cristalizacdo da lactose e a capacidade da
técnica de difratometria de raios X (DRX) em detectar estas substancias, em solucéo
de lactose a 4,5%. A adicdo de ureia, citrato de sodio e acucar na solucéo de lactose
a 4,5% causou uma alteracdo na quantidade e intensidade dos picos de lactose. A
DRX foi capaz de identificar a presenca da ureia nas trés concentragdes testadas.
Porém, néo foi capaz de identificar cristais de citrato de sodio e acucar em solucéo

de lactose a 4,5% nas concentragdes usualmente utilizadas para fraude em leite.

PALAVRAS-CHAVE: difracéo, cristalografia, fraude
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4.3.2 Abstract

The addition of water in milk, as well as substances to restore the density, neutralize
acidity and to prevent the microbiological multiplication, are the most common
adulterants found in milk. The addition of water to normal whole milk was assumed to
increase the volume. This dilution is hardly added singly because is easily dettected
by routine analyses (freezing point and density). Substances added intentionally to
milk may change its crystallographic pattern and influence on the crystallization of
lactose. The aim of this study was to evaluate the influence of urea, sodium citrate
and sucrose cane in the crystallization of lactose and the ability of X-ray
diffractometry (XRD) to detect these substances in 4,5% lactose solutions. The
addition of urea, sodium citrate and sucrose in 4,5% lactose solutions caused a
change in the number of peaks of lactose. The XRD was able to identify the presence
of urea in the three concentrations tested. However, it was unable to identify crystals

of sodium citrate and sucrose in 4,5% lactose solutions.

KEYWORDS: diffraction,crystallography, fraud.
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4.3.3 Introducao

Qualquer adicao ou subtracdo de substancias no leite antes de seu
beneficiamento é proibida por lei, além de trazer riscos a saude publica (BRASIL,
2011). As fraudes mais praticadas sdo a adicdo de agua, reconstituintes de
densidade, neutralizantes de acidez e substancias conservadoras (TRONCO, 2008;
KARTHEEK et al., 2011). A adicdo de agua tem como Unico objetivo aumentar o
volume de leite. Essa fraude dificimente € realizada de forma isolada devido a
facilidade das provas de rotina (crioscopia e densidade) em detectar a adulteragéo.
Assim, além da agua sdo adicionadas substancias reconstituintes de crioscopia e
densidade, como sal, acucar e ureia.

Substancias intencionalmente adicionadas ao leite, como a
sacarose, podem influenciar a cristalizacao e alterar os padrfes cristalograficos da
lactose, impedindo o desenvolvimento completo dos cristais de lactose do leite
(NIJDAM et al. 2007; WONG; HARTEL, 2014)

A difracdo de raios X (DRX) € capaz de identificar substancias
quando presentes na forma de cristais, produzindo difratogramas com picos
caracteristicos (SOMOLI; DAS; LANGRISH, 2013).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia de substancias
utilizadas para fraudar leite (ureia, citrato de sédio e acucar) na cristalizacdo da
lactose e a capacidade da técnica de difratometria de raios X em detectar estas

substéancias, em solucéo de lactose a 4,5%.

4.3.4 Material e métodos

Foram preparadas solucbes padroes de 4,5% de lactose
monohidratada (Anidrol Laboratorios) em agua deionizada adicionadas de:

- 0,1%, 0,5% e 1,0% de ureia (fertilizante)

- 0,1% e 0.25% de citrato de sédio P.A (CsHsNazO-)

- 0,5% e 1,0% de acucar comercial Unido

As amostras foram submetidas ao processo de liofilizacdo: 100 mL
da solucdo foram congelados a -18° C por 48h em placas de Petri. Ap6s o
congelamento, as amostras foram liofilizadas em aparelho giratorio tipo speed vac
(Speed Vac SC110), Savant Instruments, Inc., USA, por 28-30 horas.
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As amostras liofilizadas foram analisadas com o difratbmetro

Panalytical X’Pert PRO MPD, com tubo de cobre, monocromador de grafite e

detector por ionizacdo, em um intervalo de 5° a 70°, 20, com passo de 0,05° e um

segundo de medida em cada passo. Os difratogramas foram submetidos a analise
no software X’ Pert HighScore Plus (PANALYTICAL, 2004).

4.3.5 Resultados e discussao

Nas Figuras 5, 6 e 7 estdo os difratogramas da solucéo de lactose a

4,5% (padrdo) e desta solugdo adicionada de diferentes concentracdes de ureia,

citrato de sédio e agUcar, respectivamente.

Counts

3 7
900 | Padréo (lactose 4,5%)
400 —
100 —

0 Padrdo+ureia 0.1%
900 —
400 —
100 —

1608 —
900 —
400 —
100 —

Padrdo+ureia 0.5%

0

1608 —[PadEarureia 1%
300 -
400 |
100 |

T
10

T T T T T
20 30 40 50 60

Position [*2Theta]

Figura 5. Difratogramas da solucdo padrao de lactose a 4,5% e desta solugdo com
ureia 0,1%, ureia 0,5% e ureia 1,0%.

Counts

Padrao (lactose 4,5%)
900
400 —
100 —

0 —
T EE
900 Padrdo+citrato 0,1%
400
100 —

900 —
400 —

100 —

Padrdo+citrato 0,25%

T T T T T
20 30 40 50 60

Position [*2Theta]

Figura 6. Difratogramas da solucdo padrao de lactose a 4,5% e desta solugdo com
citrato de sodio 0,1% e citrato de sédio 0,25%.
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Counts

Padréo (lactose 4.5%)

900 —| Padrio+acicar 0,5%

Padrio+acicar 1%
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Figura 7. Difratogramas da solucdo padrao de lactose a 4,5% e desta solucdo com
acucar 0,5% e acucar 1,0%.

A solucdo padrdo de lactose a 4,5% apresentou picos distribuidos
entre 8.15 e 65.55°. A solucdo padrdo adicionada de citrato de s6dio e acucar
tiveram uma diminuicdo no niumero de picos em relacdo a solucao padrédo de lactose
4,5%. J4 a solucdo de lactose 4,5% mais ureia teve o nUmero de picos aumentado
em todas as concentra¢cdes testadas. A sacarose evita o desenvolvimento completo
dos cristais de lactose, produzindo cristais curtos e grossos com pouco
desenvolvimento do apice e da base, mas nao produz nenhum efeito sobre o cristal
de a-lactose. Ja os sais podem aumentar ou diminuir a taxa de crescimento,
promover ou inibir o crescimento dos cristais e reduzir o rendimento da cristalizagcéo
da lactose, dependendo do tipo de sal e suas combinacdes (WONG; HARTEL,
2014).

A DRX ndao identificou picos caracteristicos de citrato de sodio e
acucar nas concentracfes adicionadas ao padréo de 4,5% de lactose. Foi possivel
identificar a presenca da ureia nas trés concentragbes testadas (Figura 8).

Concentragdes superiores a 1,0% de ureia ndo sao usuais na fraude de leite.
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Figura 8. Difratogramas da solucao padrao de lactose a 4,5% adicionada de 0,1%,
0,5% e 1,0% de ureia.
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4.3.6 Conclusbes

A adicdo de ureia, citrato de sddio e aglcar na solucédo de lactose a
4,5% causou uma alteracdo na quantidade dos picos de lactose, ocasionando o
desaparecimento do pico em 10,4°.

A DRX foi capaz de identificar a presenca da ureia nas trés
concentracdes testadas (0,1%, 0,5% e 1,0%). Porém, ndo foi capaz de identificar
cristais de citrato de sbédio e acucar em solucdo de lactose a 4,5% nas

concentragcdes usualmente utilizadas para fraude em leite.

4.3.7 Referéncias

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, Departamento de
Inspecdo de Produtos de Origem Animal, Instrucdo Normativa N° 62, de 29 de
dezembro de 2011. Diario Oficial da Unido, Brasilia, 30 de dezembro de 2011,
Secéo 1, 2011.

KARTHEEK, M.A.; SMITH, A.; KOTTAIMUTHU, A.; MANAVALAN, R. Determination
of adulterants in food: a review. Journal of Chemical and Pharmaceutical
Research, v.3, n.2, p.629-636, 2011.

NIJDAM, J.; IBACH, A.; EICHHORNAND, K.; KIND, M. An X-ray diffraction analysis
of crystallised whey and whey-permeate powders. Carbohydrate Research, n. 342,
p. 2354-2364, 2007.

PANALYTICAL. X'Pert HighScore Plus. Versdo 2.0.1. Pananalytical B.V., The
Netherlands, 2004.

SORMOLI, M.E.; DAS, D.; LANGRISH, T.A.G. Crystallization behavior of
lactose/sucrose mixtures during water-induced crystallization. Journal of Food
Engineering, v.116, n.4, p.873-880, 2013.

TRONCO, V.M. Manual para inspecao da qualidade do leite. 3 ed. Santa
Maria: UFSM, 2008.



56

1 WONG, S.Y.; HARTEL, R.W. Crystallization in lactose refining — a review. Journal of
2 Food Science, v.79, n.3, p.257-272, 2014.
3



© 00 N oo o b~ W N e

I N N S Y T T o o e
O © 0o N oo o M W N - O

57

5 CONCLUSOES FINAIS

A microscopia eletrbnica de varredura (MEV) e a difratometria de
raios X (DRX) mostraram que a lactose é o principal componente cristalizado no leite
liofilizado, formando cristais do tipo tomahawk. A intensidade dos picos de lactose
nos difratogramas de raios X do leite liofilizado variaram dependendo da quantidade
de solidos e gordura naturalmente presentes no leite. A quantidade de solidos totais
do leite também influenciou a formacé&o dos cristais de lactose.

A técnica DRX foi capaz de detectar com precisdo o citrato de sédio
e a sacarose antes de serem adicionadas ao leite, ou quando adicionadas em altas
concetracoes.

A DRX foi capaz de identificar a presenca de ureia em solucéo
padrdo de lactose a 4,5% nas concentragbes 0,1%, 0,5% e 1,0%. Porém, nao foi
capaz de detectar a presenca das substancias reconstituintes citrato de sédio e
acucar quando adicionadas em solucdo de lactose a 4,5% nas concentracdes
usualmente utilizadas na fraude de leite.

A intensidade dos picos de lactose variou naturalmente no leite
liofiizado, portanto ndo deve ser considerada quando se analisa alteragbes
cristalograficas causadas pela adicao de substancias estranhas ao leite.
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Name and formula

Reference code:
PDF index name:

Empirical formula:
Chemical formula:

ANEXO A

00-027-1947
Lactose hydrate

C12H24017
C12H22017 - H0

Crystallographic parameters

Crystal system:
Space group:
Space group number:

a(A):

b (A):

c (A):
Alpha (°):
Beta (°):
Gamma (°):

Z:

RIR:

Subfiles and Quality

Volume of cell (10"6 pm”"3):

Subfiles:

Quality:
Comments
General comments:

Additional pattern:
Unit cell:

References

Primary reference:
Unit cell:

Monoclinic
P21
4

77,9750
21,6120
4,8300
90,0000
109,7700
90,0000

783,41
2,00

Organic

Common Phase
Educational pattern
Forensic

Indexed (1)

Merck Index, 9th Ed., 5192.

To replace 24-1783.

59

Crystal system reported by Seifert, Labrot, Naturwissenschaften, 48
691 (1961): a=7.864, b=21.894, c=4.897, A=0.3591, C=0.2237,
b=105.975 Dx=1.476, Dm=1.497.

Folen, V., J. Forensic Sci., 20, 348, (1975)
Wang, P., Polytechnic Inst. of Brooklyn, NY, USA., ICDD Grant-in-

Aid, (1975)
Peak list
No. h k 1 d [A] 2Thetal[deg] I [%]
1 1 1 0 7,10000 12,457 25,0
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2 0
3 -1
4 -1
5 -1
6 0
7 -1
8 0
9 -1
10 2
11 -1
12 -2
13 1
14 1
15 -1
16 0
17 2
18 1
19 -1
20 -2
21 0
22 -2
23 -1
24 -1
25 -3
26 1
27 3
28 -1
29 -1
30 -1
31 -1
32 0
33 -3
34 0 1
35 -2
36 -3
37 -2
38 -3
39 -3
40 1 1
41 -2 1
42 -4
43 -2

Stick Pattern
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5,41000
5,19000
4,64000
4,54000
4,46000
4,28000
4,20000
3,91000
3,75000
3,53000
3,49000
3,41000
3,25000
3,17000
3,13000
3,08000
2,88200
2,84600
2,74400
2,70000
2,59700
2,56900
2,54300
2,52000
2,47900
2,43500
2,39500
2,35400
2,33300
2,28500
2,26000
2,22000
2,16200
2,13500
2,10400
2,05000
1,98400
1,92800
1,89900
1,84500
1,81600
1,76000

16,372
17,071
19,112
19,537
19,891
20,737
21,136
22,724
23,707
25,208
25,502
26,111
27,421
28,127
28,494
28,967
31,005
31,407
32,607
33,153
34,508
34,897
35,265
35,598
36,206
36,884
37,523
38,201
38,559
39,402
39,856
40,606
41,745
42,298
42,952
44,142
45,692
47,098
47,862
49,355
50,197
51,911

20,0
4,0
40,0
50,0
100,0
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Ref. Fattern: Lactos

e hydrate, 00-027-1947

20 30
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61



©O© 00 NOUITR~RWN -

Name and formula

Reference code:
PDF index name:

Empirical formula:
Chemical formula:

00-024-1783

a-Lactose hydrate

C12H24015

C12H22011 -

Crystallographic parameters

Crystal system:
Space group:

Space group number:

a (A):

b (A):

c (A):
Alpha (°):
Beta (°):
Gamma (°):

Calculated density (g/cm”3):
Measured density (g/cm”3):
Volume of cell (10"6 pm”"3):

Z:

RIR:

Monoclinic
P21
4

77,9820
21,5620
4,8240
90,0000
109,5700
90,0000

1,54
1,54
782,29
2,00

Status, subfiles and quality

Status:
Subfiles:

Quality:
Comments

Deleted by:
Color:

General comments:

Additional pattern:
References

Primary reference:

Marked as deleted by ICDD

Organic
Indexed (1)

H,0

Deleted by 27-1947.

White

(Pattern indexed at Department of Physics, University college,

Cardiff, Wales).
To replace 1-0333 and 3-175.

62

Department of Physics at University College, Cardiff, Wales., ICDD

Grant-in-Aid

Unit cell: Fries et al., Acta Crystallogr., Sec. B, 27, 1005, (1971)
Peak list
No. h k 1 d [A] 2Thetaldeg] I [%]

1 1 1 0 7,08000 12,492 70,0

2 1 2 0 6,14000 14,414 10,0

3 0 4 0 5,41000 16,372 70,0

4 -1 1 1 4,53000 19,581 100,0
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11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35

Stick Pattern

Intens ity [%]
100

0 2 1 4,21000 21,086 80,0
-1 3 1 3,89000 22,842 50,0
1 5 0 3,74000 23,7172 70,0
0 4 1 3,48000 25,577 60,0
-2 2 1 3,36000 26,507 30,0
1 2 1 3,25000 27,421 40,0
-1 5 1 3,15000 28,309 50,0
-2 4 1 2,97000 30,004 10,0
1 7 0 2,85000 31,362 50,0
0 8 0 2,71000 33,027 50,0
-1 7 1 2,57000 34,882 60,0
1 6 1 2,48000 36,191 30,0
-3 3 1 2,43000 36,963 30,0
-1 1 2 2,39000 37,604 50,0
-3 4 1 2,34000 38,439 50,0
0 0 2 2,27000 39,673 50,0
-2 3 2 2,21000 40,798 40,0
-2 8 1 2,15000 41,989 40,0
-2 4 2 2,13000 42,402 40,0
-3 6 1 2,10000 43,038 40,0
-2 5 2 2,04000 44,370 40,0
1 1 2 1,99000 45,547 50,0
3 2 1 1,91000 47,569 50,0
4 2 0 1,85000 49,212 40,0
-2 10 1 1,84000 49,498 40,0
1 5 2 1,81000 50,375 50,0
-3 9 1 1,76000 51,911 50,0
-3 9 0 1,73000 52,880 20,0
2 0 2 1,71000 53,547 20,0
-4 7 1 1,67000 54,937 30,0
2 4 2 1,63000 56,403 20,0
Ref. Fattern: SGA-Ladose hydrate, 00-024-1783
E':.-I —
-ttt L — T L
20 3 40 Gl
Feeition [%2Theta]
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Name and formula

Reference code: 00-029-1758
PDF index name: b-Lactose
Empirical formula: C1oH25041
Chemical formula: CoH55041

Crystallographic parameters

Crystal system: Unknown

RIR: -

Subfiles and Quality

Subfiles: Organic

Common Phase
Educational pattern

Forensic
Quality: Blank (B)

Comments

General comments:

References

Primary reference:

Merck Index, 9th Ed., 5192.

Folen, V., J. Forensic Sci., 20, 348, (1975)

Peak list

No. h k 1 d [A] 2Theta[deg] I [%]
1 8,50000 10,399 30,0
2 6,72000 13,164 3,0
3 5,70000 15,533 5,0
4 5,44000 16,281 2,0
5 5,04000 17,583 6,0
6 4,98000 17,796 3,0
7 4,67000 18,988 75,0
8 4,56000 19,451 7,0
9 4,47000 19,846 20,0
10 4,31000 20,591 40,0
11 4,26000 20,835 100, 0
12 4,13000 21,499 3,0
13 3,99000 22,263 5,0
14 3,76000 23,643 10,0
15 3,72000 23,901 11,0
16 3,62000 24,572 20,0
17 3,57000 24,921 6,0
18 3,50000 25,428 25,0
19 3,44000 25,879 2,0
20 3,33000 26,750 3,0
21 3,25000 27,421 4,0
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22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53

Stick Pattern

Intensity [%]
100

3,19000 27,947 8,0
2,96000 30,168 1,0
2,89000 30,917 2,0
2,82500 31,647 13,0
2,77000 32,292 1,0
2,70500 33,090 5,0
2,65000 33,797 2,0
2,59700 34,508 1,0
2,51300 35,700 2,0
2,47500 36,267 4,0
2,46000 36,496 6,0
2,42200 37,089 3,0
2,40200 37,409 5,0
2,36200 38,067 2,0
2,32300 38,731 6,0
2,28200 39,456 2,0
2,26000 39,856 3,0
2,23000 40,416 3,0
2,18200 41,345 4,0
2,16800 41,024 3,0
2,14600 42,071 2,0
2,11000 42,824 3,0
2,06100 43,894 1,0
2,02200 44,786 2,0
2,00000 45,306 6,0
1,95800 46,334 2,0
1,94700 46,0611 6,0
1,93400 46,943 4,0
1,89700 47,915 1,0
1,87500 48,514 2,0
1,81000 50,375 3,0
1,74300 52,455 3,0
Ref. Pattern: $GB-Lactosg 00-028-1758
E{I —
14 ...I..lJ.h |I . r[k Jh .dhl![ﬂﬂjhl..hlJ“ I
10 20 £ 1] 40 50
Position [2Theta
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Name and formula

Reference code:
PDF index name:

Empirical formula:
Chemical formula:

ANEXO B

00-031-1979
Urea

CH,4N,0
CH,N,0

Crystallographic parameters

Crystal system:
Space group:
Space group number:

a(A):

b (A):

c (A):
Alpha (°):
Beta (°):
Gamma (°):

Calculated density (g/cm”3):

Volume of cell (1076 pm*3):
Z:

RIR:

Subfiles and Quality

Subfiles:
Quality:
Comments

Color:
General comments:

Unit cell:

References

Tetragonal
P-421m
113

5,6568
5,6568
4,7072
90,0000
90,0000
90,0000

1,32
150,63
2,00

0,84

Organic
Pharmaceutical
Star (S)

Colorless

d-values given correspond to cell parameters quoted. Intensity
values given as peak heights, though better agreement with
calculated values for known structure obtained by using x[(Ip-Ib)
times width at 0.5(Ip-1b)]. x=vacancy.

Recrystallized from Analar grade urea.

Merck Index, 9th Ed., 9525.

Data obtained while testing a new empirical correction for line
position on Guinier films. Centers of symmetric peaks agree with
calculated line positions on film to within error of estimation using
50mm aperature on scanning densitometer. (0.1mm=0.025° of 0)
for whole pattern.

Authors gave a=5.661, c=4.712 for 1=1.542 recalculating for
A=1.5405 gives a=5.6555, c=4.7074.

66
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34
35

Primary reference:

Mendelssohn, M., Milledge, University College, London, England.,

ICDD Grant-in-Aid

Stick Pattern

Intensity [%]
100

Unit cell: Vaughan, P., Donohue., Acta Crystallogr., 5, 530, (1952)
Peak list
No. h k 1 d [A] 2Thetal[deg] I [%]
1 0 0 1 4,70700 18,838 4,0
2 1 1 0 4,00000 22,206 100,0
3 1 0 1 3,61800 24,586 60,0
4 1 1 1 3,04800 29,277 75,0
5 2 0 0 2,82800 31,612 14,0
6 2 1 0 2,52900 35,467 30,0
7 2 0 1 2,42400 37,058 20,0
8 0 0 2 2,35400 38,201 12,0
9 2 1 1 2,22800 40,453 11,0
10 1 0 2 2,17300 41,524 30,0
11 1 1 2 2,02900 44,623 9,0
12 2 2 0 2,00000 45,306 8,0
13 2 2 1 1,84100 49,469 16,0
14 3 0 1 1,75000 52,230 2,0
15 2 1 2 1,72300 53,112 5,0
16 3 1 1 1,67200 54,865 9,0
17 0 0 3 1,56900 58,806 1,0
18 1 0 3 1,51200 61,255 8,0
19 1 1 3 1,46100 63,639 1,0
20 3 1 2 1,42400 65,495 1,0
21 4 1 0 1,37200 68,311 3,0

E{I_

Ref. Fatern: Urea, 00-031-187%

|
4]

Position [%2 Theta]:
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Name and formula

Reference code:
PDF index name:

Empirical formula:
Chemical formula:

ANEXO C

00-016-1170

Sodium citrate dihydrate

CgHgNagOg
CgHsNag0,

Crystallographic parameters

Crystal system:
Space group:
Space group number:

a(A):

b (A):

c (A):
Alpha (°):
Beta (°):
Gamma (°):

Calculated density (g/cm”3):

Volume of cell (1076 pm*3):
Z:

RIR:

Subfiles and Quality

Subfiles:

Quality:

Comments

Additional diffraction line(s):
References

Primary reference:

Monoclinic
C2/c
15

15,7000
12,5000
11,2800
90,0000
103,5800
90,0000

1,81
2151,81
8,00

Organic
Forensic
Indexed (1)

Plus 7 additional reflections to 1.949.

de Wolff, P., Technisch Physische Dienst, Delft, The Netherlands.,

2H,0

ICDD Grant-in-Aid

Peak list

No. h k 1 d [A] 2Thetal[deg] I [%]
1 -1 1 0 9,54000 9,263 12,0
2 -1 1 1 7,86000 11,248 100, 0
3 2 0 0 7,63000 11,589 10,0
4 1 1 1 6,77000 13,067 2,0
5 0 2 0 6,25000 14,159 2,0
6 0 0 2 5,49000 16,132 18,0
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7

8

9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
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5,43000
5,05000
4,83000
4,71000
4,69000
4,59000
4,20000
4,12000
4,03000
3, 93000
3,85000
3,82000
3,70000
3,60000
3,55000
3,39000
3,34000
3,31000
3,26000
3,25800
3,24000
3,23000
3,16000
3,12000
3,09000
3,04000
3,01000
2,97900
2,96400
2,90000
2,89000
2,83500
2,79800
2,79100
2,74200
2,71400
2,65700
2,63200
2,62500
2,61900
2,58200
2,55400
2,54700
2,54000
2,52500
2,51100
2,50700
2,46700
2,46300
2,43800
2,42500
2,41400
2,39000
2,37500
2,35900
2,33300
2,31100
2,28100
2,25700
2,24800
2,24400

16,311
17,548
18,354
18,826
18,907
19,322
21,136
21,552
22,039
22,607
23,083
23,267
24,033
24,710
25,064
26,268
26,668
26,914
27,335
27,352
27,507
27,594
28,218
28,587
28,871
29,356
29,655
29,971
30,127
30,808
30,917
31,532
31,960
32,043
32,631
32,977
33,706
34,035
34,129
34,210
34,715
35,108
35,208
35,308
35,525
35,729
35,788
36,389
36,450
36,837
37,042
37,217
37,604
37,851
38,117
38,559
38,941
39,474
39,911
40,078
40,153
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17
18

19

20

21

22

23

24

25

68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79

SN OO I W W o

-2

2,22100
2,20700
2,17400
2,15600
2,14800
2,12600
2,12100
2,10000
2,08500
2,07100
2,03300
2,01500

NwND_B_NORE OFEDNDN
G OB DN ODNDODN PP W

Stick Pattern

Intensity [%]
100

40,587
40,855
41,504
41,867
42,030
42,486
42,591
43,038
43,363
43,671
44,531
44,950

NN BEDNDNDDNDDNDDND NN O
N N SN NS SN S S S SN SN S~ 0~
[eNeoNoNolNololNolNoNolNolNolNo]

E{I_

Ref. Paltern: Sodium citrate dihydrate, 00-016-1170

I Iﬂ |||||I‘

10 P

a0

Position [%2 Theta]:

|1.I‘|,.,J|,J..,|| Al
4]
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Name and formula

Reference code:
PDF index name:

Empirical formula:
Chemical formula:

ANEXO D

00-024-1977
Sucrose

C12H22014
C12H25011

Crystallographic parameters

Crystal system:
Space group:
Space group number:

a(A):

b (A):

c (A):
Alpha (°):
Beta (°):
Gamma (°):

Calculated density (g/cm”3):

Volume of cell (1076 pm*3):
Z:

RIR:

Subfiles and Quality

Subfiles:

Quality:
Comments
Color:

General comments:
Sample source:
Optical data:
Additional pattern:

Additional diffraction line(s):
Temperature:

References

Primary reference:

Monoclinic
P21
4

10,8680
8,7100
77,7610

90,0000

102,9700

90,0000

1,59
715,92
2,00

0,70

Organic

Common Phase
Educational pattern
Forensic

NBS pattern
Pharmaceutical
Star (S)

Colorless

Moisture - >0.01%, ash - >0.01%, reducing substances - >0.02%.

The sample used was an NBS Standard Reference Material
(Number 17).

A=1.540, B=1.558, Q=1.564, Sign=[-], 2V=40(15)°

To replace 6-142.

Plus 11 additional reflections to 1.635.

Pattern taken at 25 C.

Natl. Bur. Stand. (U.S.) Monogr. 25, 11, 66, (1974)
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Peak list

No. h k 1 d [A] 2Thetal[deg] I [%]
1 1 0 0 10, 60000 8,335 14,0
2 0 0 1 7,58000 11,665 65,0
3 -1 0 1 6,94000 12,745 40,0
4 -1 1 0 6,73000 13,145 55,0
5 0 1 1 5,71200 15,501 30,0
6 -1 1 1 5,42400 16,329 11,0
7 2 0 0 5,29800 16,720 14,0
g8 -2 0 1 4,88400 18,149 12,0
9 1 1 1 4,70600 18,842 100, 0
10 2 1 0 4,52300 19,611 80,0
11 0 2 0 4,35400 20,381 25,0
12 -2 1 1 4,25900 20,840 30,0
13 -1 2 0 4,02800 22,050 30,0
14 2 0 1 3, 94300 22,531 11,0
15 0 2 1 3,77600 23,542 18,0
16 -1 2 1 3,69000 24,099 8,0
17 2 1 1 3,59100 24,773 100, 0
18 3 0 0 3,53100 25,201 45,0
19 -2 0 2 3,46700 25,674 3,0
20 1 2 1 3,43700 25,902 5,0
21 -2 2 0 3,36400 26,474 11,0
22 3 1 0 3,27200 27,233 5,0
23 -2 2 1 3,25400 27,387 10,0
24 -2 1 2 3,22200 27,664 7,0
25 1 1 2 3,11200 28,662 9,0
26 3 0 1 2,95600 30,210 2,0
27 2 2 1 2,92300 30,559 6,0
28 -1 2 2 2,88200 31,005 25,0
29 0 2 2 2,85600 31,294 6,0
30 3 1 1 2,79900 31,949 20,0
31 -3 1 2 2,77700 32,208 4,0
32 -3 2 0 2,74200 32,631 10,0
33 0 3 1 2,71100 33,015 4,0
34 -1 3 1 2,67700 33,446 10,0
35 2 1 2 2,66100 33,653 4,0
36 4 0 0 2,64800 33,824 2,0
37 -1 0 3 2,58600 34,660 5,0
38 -4 1 1 2,57400 34,827 4,0
39 2 3 0 2,54500 35,236 3,0
40 0 0 3 2,52100 35,583 5,0
41 -2 0 3 2,50400 35,833 6,0
42 -2 3 1 2,49600 35,951 7,0
43 -1 1 3 2,47900 36,206 9,0
44 3 2 1 2,44400 36,743 5,0
45 -3 2 2 2,43000 36,963 6,0
46 -2 1 3 2,40600 37,345 9,0
47 -4 1 2 2,34900 38,286 40,0
48 2 3 1 2,33900 38,456 16,0
49 -3 0 3 2,31200 38,923 7,0
50 -4 2 1 2,29100 39,295 4,0
51 1 1 3 2,25800 39,893 14,0
52 3 1 2 2,25300 39,985 11,0
53 -3 1 3 2,23400 40,340 10,0
54 1 3 2 2,18900 41,207 5,0
55 -2 2 3 2,17100 41,564 5,0
56 1 4 0 2,13300 42,340 1,0
57 2 0 3 2,10100 43,016 2,0
58 0 4 1 2,09100 43,233 2,0
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26
27

28

29
30
31

59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79

Stick Pattern

NwWwdhdhdwE DD WODOMNDNWOR ™ DEDNO

Intens ity [%]
100

2,07500
2,06000
2,04200
2,02800
2,01400
2,00000
1,97100
1,95600
1,94200
1,92900
1,92400
1,90400
1,89500
1,88700
1,88500
1,87000
1,85500
1,82300
1,81800
1,80900
1,79500

N WNDNONENNWAERERERPRPONMNORE WWW

43,583
43,917
44,324
44,647
44,974
45,306
46,011
46,384
46,738
47,072
47,202
47,728
47,969
48,185
48,240
48,652
49,071
49,991
50,138
50,405
50,826

G wWkFREWWwMhDwbhdbdo OO wWdEFERFRERSOO I
~
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N SN N O~ N

~ SN 0~ 0~

N S SN N SN S SN O~ N

~

ecNeoNoholololoNoNoNoNoNoNololNoNololNolNolNolNo]

E{I_

Ref. Fattern: Suorese, (00241577
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