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SILVA, Livia Cavaletti Corréa. Capacidade de detec¢do de adulteragdes e suficiéncia das
provas oficiais para assegurar a qualidade do leite pasteurizado. 2013. 83 f. Tese (Ciéncia
Animal) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2013.

RESUMO

O leite ¢ um alimento sujeito a fraudes. As mais frequentes sdo a adi¢do de dgua, reconstituintes,
conservantes e neutralizantes. Apesar da legislacdo determinar a pesquisa diaria dessas
substancias, a avaliagdo do leite pelas industrias geralmente ¢ realizada apenas por analises fisico-
quimicas genéricas como densidade e crioscopia. Contudo, essas fraudes muitas vezes sdo
calculadas para impedir sua identificacdo por provas de rotina ndo especificas. O objetivo desse
trabalho foi pesquisar a ocorréncia de fraudes, residuos de antibioticos e irregularidades fisico-
quimicas e microbiologicas em leite pasteurizado, bem como avaliar a capacidade de deteccao de
adulteracdes e a suficiéncia das provas oficiais especificas e inespecificas na identificacdo da
adicdo de reconstituintes, conservantes ¢ neutralizantes. Foram avaliadas 100 amostras de leite
pasteurizado, produzido no Paranid, para a presenca de reconstituintes, conservantes,
neutralizantes e antibioticos e demais parametros fisico-quimicos e microbiologicos determinados
pela legislacdo. Em outro experimento, a capacidade de detec¢do das provas oficiais para pesquisa
de sacarose, cloretos, amido, formaldeido, cloro, hipoclorito, peréxido de hidrogénio e
neutralizantes da acidez foi avaliada utilizando-se de amostras adulteradas em laboratério. Foram
avaliados adicionalmente testes ndo oficiais para avaliar a presenga de inibidores do crescimento
microbiano e o efeito inibidor de algumas substancias conservantes e neutralizantes sobre a
microbiota do leite cru. Os resultados mostraram que das 100 amostras de leite pasteurizado, 51%
apresentaram problemas, das quais 25% estavam fora dos padrdes nas analises fisico-quimicas e
10% nas analises microbioldgicas, 14% apresentaram residuos de antibidticos e a adicdo de
reconstituintes foi detectada em 13% das amostras. Observou-se que a avaliacdo do leite apenas
por andlises fisico-quimicas de rotina, como densidade e crioscopia ndo ¢ suficiente para
identificar fraudes por adi¢do de agua e reconstituintes. As provas para a pesquisa especifica de
substancias reconstituintes apresentaram boa capacidade de detecc¢do, assim como a prova para
pesquisa de formaldeido. A adigdo de sacarose em amostras adulteradas no laboratorio elevou a
porcentagem de lactose detectada por equipamentos que utilizam infravermelho e ultrassom,
demonstrando que estes equipamentos ndo quantificam especificamente a lactose. Quanto as
amostras adicionadas de conservantes e neutralizantes no laboratorio, a prova inespecifica da
cultura de iogurte foi capaz de detectar a inibicdo de crescimento nas amostras adicionadas de
formaldeido, perdxido de hidrogénio, hipoclorito e hidroxido de sodio, apresentando resultados
proximos aos das provas oficiais para a pesquisa dessas substancias. A adi¢do de formaldeido,
perdxido de hidrogénio e hipoclorito promoveu redugdes significativas nas contagens de micro-
organismos aerdbios mesofilos no leite cru adulterado no laboratério. o entanto, ndo foi possivel
detectar peroxido de hidrogénio e compostos clorados apds 24 horas de refrigeracgdo,
provavelmente em consequéncia da degradagdo e /ou inativagdo dessas substancias no leite. A
prova para a pesquisa de neutralizantes da acidez detecta a substdncia apenas quando a
alcalinizagdo ¢ excessiva. A neutralizacdo equilibrada do 4acido latico resulta na anulagdo da
capacidade de deteccdo da prova. A pesquisa de inibidores microbianos, neutralizantes e
reconstituintes € obrigatéria apenas para leite cru, porém, a presenga de grande parcela de
amostras positivas para reconstituintes e antimicrobianos no leite pasteurizado demonstra falhas
no controle de qualidade e pode indicar a pratica de adulteracao do leite também pela industria.

Palavras-chave: Fraude. Reconstituintes. Conservantes. Neutralizantes. Antibidticos. Qualidade.



SILVA, Livia Cavaletti Corréa. Ability to detect adulteration and sufficiency of the official
tests to assure pasteurized milk quality. 2013. 83 p. Tese (Ciéncia Animal) - Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2013.

ABSTRACT

Milk is one of the major targets for fraud. The most frequent are addition of water,
restoratives, preservatives and neutralizers. Although legislation determines the daily survey
of these substances by specific tests, milk evaluation by industries is usually performed only
by generic physicochemical tests as density and freezing point. However, these adulterations
are often calculated to prevent their identification by these routine non specific tests. The aim
of this study was to investigate the occurrence of fraud, antibiotic residues and irregularities in
physico-chemical and microbiological parameters in pasteurized milk produced in northern
Parana, as well as to evaluate the ability of adulteration detection by official tests to identify
the addition of restoratives, preservatives and neutralizers in milk. An assessement was
performed in 100 pasteurized milk samples to evaluate the presence of restoratives,
preservatives, antibiotics and neutralizers and other physico-chemical and microbiological
tests determined by legislation. In a second experiment, the detection ability of official tests
for the research of sucrose, chloride, starch, formaldehyde, chlorine, hypochlorite, hydrogen
peroxide and neutralizers was evaluated using samples adultered in laboratory. Additionally,
unofficial tests to evaluate the presence of inhibitors of microbial growth and the inhibitory
effect of some preservative and neutralizers substances on the biota of raw milk were
performed. Results show that of the 100 samples of pasteurized milk evaluated, 51% had
problems, from which 25% were outside parameters for physicochemical analyzes, 10% for
microbiological analyzes, 14% were positive for the presence of antibiotic and in 13%
adulteration by restoratives were detected. It was observed that milk evaluation only by
physico-chemical routine analyzes, such as density and cryoscopy is not sufficient to identify
fraud by water and restoratives addition. Specific tets for restoratives detection exhibit good
detection potentials, as well as the test for formaldehyde. . The addition of sugar altered
quantification of lactose detected by equipments tha use infrared and ultrasound,
demonstrating that these do not detect lactose exclusively. Regarding samples added with
preservatives and neutralizers substances in laboratory, the yogurt culture test was able to
detect microbial grouth inhibition in samples added with formaldehyde, hydrogen peroxide,
hypochlorite and sodium hydroxide. Presenting resluts similar to the official tests. The
addition of formaldehyde, hydrogen peroxide and hypochlorite promoted significant
reductions in the counts of mesophilic aerobic micro-organisms in raw milk adulterated in
laboratory. However it was not possible to detect hydrogen peroxide and clhorated
compounds after 24 hours of refrigeration, maybe due to its rapid degradation and / or
inactivation of these substances in milk. Neutralizing substances detection can only dectect
this substances when alcalinization is excessive. The balanced neutralization of latic acid
results on the anulment of detection ability of the test. The research of preservatives,
neutralizers and restoratives is not required for pasteurized milk, only for raw milk. The
presence of large numbers of samples positive for these substances demonstrates flaws in
quality control of raw milk or occurrence of milk adulteration by the industry itself.

Keywords: Fraud. Restoratives. Preservatives. Neutralizing. Antibiotics. Quality.
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1 ESTADO DA ARTE
1.1 PRODUCAO LEITEIRA NACIONAL

O Brasil ¢ atualmente o quarto maior produtor de leite no mundo (Quadro
1), estando atras apenas dos Estados Unidos, da India e da China (FAO, 2013). Em 2011 a
producdo brasileira atingiu 32,09 bilhdes de litros de leite, um crescimento de 57,47% desde

2001 (EMBRAPA, 2012).

Quadro 1 — Producao anual de leite dos 10 paises demaior produ¢cdao mundial em 2011

P:}su;;jo Pais Producao (mil litros)

mundial
1 Estados Umidos 89.015.200
2 India 52.500.000
3 China 36.928.901
4 Brasil 32.091.000
5 Russia 31.385.700
6 Alemanha 30.301.400
7 Franca 24.426.500
8 Nova Zelandia 17.893.800
0 Reino Unmido 14.246.000
10 Turquia 13.802.400

Fonte: FAO (2013)

Segundo o ultimo censo agropecudrio realizado pelo IBGE em 2006, o
Brasil possui 1,34 milhdes de propriedades produtoras de leite, porém, apenas 940 mil destas
comercializam seu produto. Do total de produtores inseridos na cadeia leiteira, 80%
correspondem a pequenos produtores, sendo que 70,51% possuem uma produgdo didria
maxima de 50 litros de leite (IBGE, 2006).

O estado do Parana ¢ o terceiro maior produtor nacional depois dos estados
de Minas Gerais ¢ Rio Grande do Sul. Em 2011 produziu 3,8 bilhdes de litros de leite, o que
corresponde a 11,9% da producdo nacional (EMBRAPA, 2012).
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1.2 MELHORIA DA QUALIDADE DO LEITE E LEGISLACAO BRASILEIRA

No ano de 1998 foi criado no Brasil o Programa Nacional de Melhoria da
Qualidade do Leite. O objetivo inicial do programa era o de aumentar a competitividade do
setor leiteiro no Brasil (BRASIL, 1998). Em 2002 o programa recebeu bases legais, por meio
da Instru¢do Normativa 51, estabelecida pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) (BRASIL, 2002).

A nova legislacdo trouxe alteracdes importantes para a producdo leiteira
com consequéncias relevantes para a qualidade do leite. Entre as principais alteragdes pode-se
citar o resfriamento do leite ainda na propriedade rural, a coleta do leite a granel e a fixagdo
de pardmetros de qualidade para o leite cru, inexistentes até entdo. Além disso, a legislagdao
previa parametros para a contagem padrdo em placas (CPP) e a contagem de células
somaticas (CCS) progressivamente mais rigidos para o leite cru (BRASIL, 2002).

Contudo a implantacao dos novos parametros ndo correu conforme previsto.
A exemplo disso, a Ultima alteragdo nos padroes que reduziria a CPP de 750 mil UFC/mL
para 100 mil UFC/mL nas regides sul, sudeste e centro-oeste, prevista para 01 de julho de
2011, foi adiada por 6 meses e, mais tarde outra prorrogacdo de 5 anos foi apresentada na
forma de uma nova legislagdo, a Instru¢do Normativa 62 (IN 62), publicada em dezembro de
2011 (BRASIL, 2002; 2011a).

Além de determinar uma progressao mais sutil nas exigéncias para o leite
cru, a IN 62 restringe a produgdo leiteira a apenas dois tipos: leite cru tipo A e leite cru
refrigerado. o texto também esclarece questdes importantes como a obrigatoriedade da
realizacdo da pesquisa diaria de inibidores do crescimento microbiano no leite cru refrigerado
(BRASIL, 2011a).

Em nove anos de vigéncia do PNMQL foram constatados avangos
significativos (BRASIL, 2011b). Entretanto, parte do leite produzido no pais ainda apresenta
qualidade insatisfatoria (BELOTI et al., 2011a; 2012; MARTINS et al., 2008; MATTOS et
al., 2010; ROSA; QUEIROZ, 2007; SILVA et al., 2011; TAMANINI et al., 2007). Assim
medidas como o treinamento dos produtores rurais em boas praticas de manejo
(MATSUBARA et al., 2011; VALLIN et al., 2009) e o aprimoramento das relagdes entre
produtor e industria, adotando um sistema de pagamento baseado em pardmetros de qualidade
do leite sdo fundamentais para dar continuidade a melhoria da qualidade do leite (BRASIL,

2011b).
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No Brasil, o responséavel pela analise do leite antes de sua captacdo pelo
caminhdo tanque ¢ o proprio motorista, que também decide, baseado apenas na temperatura
do leite o no resultado do teste do alizarol, se o leite sera recolhido ou ndo (BRASIL, 2011a).
Esse papel importante na cadeia leiteira ¢ muitas vezes realizado por profissionais mal
treinados ¢ mal remunerados (SBRISSIA, 2005).

Em paises da Comunidade Europeia e Estados Unidos, por exemplo, a
legislacdo traz uma se¢do que trata isoladamente sobre os profissionais envolvidos na
captagdo de leite. Os regulamentos desses paises consideram esse profissional como parte
importante da cadeia produtiva e enfatizam que seus habitos operacionais afetam diretamente
a qualidade e a seguranca do leite entregue aos seus cuidados (FDA, 2009; UE, 2004). Nos
Estados Unidos estes profissionais devem passar por um treinamento rigoroso sobre qualidade
de leite e nogdes de higiene antes de receber a permissdo para executar essa tarefa e passam
ainda por avaliacdes periddicas (FDA, 2009).

O modelo brasileiro de pagamento do leite por volume traz consequéncias
diretas para sua qualidade, ja que desmotiva os produtores a buscar melhorias na producao e
na obtencdo do leite e incita o transportador a captar leites em desacordo com os padrdes, de
forma a obter um maior volume a ser captado. Outra possivel consequéncia dessa forma de
pagamento seria a pratica de fraudes por motivacdo econdmica, que envolve o aumento de

volume com adicdo fraudulenta de agua e reconstituintes da densidade.

1.3 CONTROLE DE QUALIDADE DO LEITE PASTEURIZADO

O controle diario do leite recebido pela industria deve contemplar , de
acordo com a legislacdo vigente, a realizacdo das seguintes andlises : temperatura, teste do
alcool ou alizarol 72% v/v, acidez titulavel , indice crioscopico, densidade relativa a 15°C;
teor de gordura; pesquisa de fosfatase alcalina e peroxidase (quando a matéria-prima for
proveniente de usina), determina¢do do teor de sélidos totais e de solidos ndo gordurosos
(BRASIL, 2011a). Os parametros determinados para essas andlises sdo exibidos no quadro 2.

Além dessas provas, a legislagdo determina a pesquisa didria de
neutralizantes da acidez, reconstituintes da densidade e de inibidores do crescimento
microbiano (BRASIL, 2011a). Contudo, a grande maioria das industrias ndo realiza a
pesquisa especifica dessas substancias, avaliando o leite recebido apenas por meio das
analises fisico-quimicas inespecificas de acidez Dornic, densidade, crioscopia e pesquisa de

antibioticos.
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Quadro 2 — Requisitos fisico-quimicos determinados para o leite cru refrigerado.

Requisitos Limites
o 7 (1
Materia Gorda, g /100 g Teor Ongmal, com o minimo de 3.0
. . 2 o I:_|_:| 3
Densidade relativa a 15/150C g/mL 1.028 a 1.034
Acidez titulavel. g acido latico/100 mL 0.14a0.18
Extrato seco desengordurado. g/100 ¢ min. 8.4

-0.530°H a -0.550°H
(equivalentes a -0.512°C a -0.531°C)
Proteinas, g /100g min. 2.9

'E proibida a realizagio de padronizagdo ou desnate na propriedade rural. Dispensada a realizagdo quando o ESD
for determinado eletronicamente.
Fonte: Brasil (2011a)

Indice Crioscépico

Adicionalmente, ndo estd estabelecido na legislagdo quais ou quantos
grupos de antibidticos devem ser pesquisados na plataforma de recepcao do leite (BRASIL,
2011a). Assim, pela falta de regulamentacdo e pelo elevado custo dos kits para detec¢cdo de
antibidticos, os laticinios acabam por pesquisar apenas um grupo, o que pode levar a recepgao
de leite com residuos dos grupos nao pesquisados.

Outra limitagdo da legislacdao ¢ que a pesquisa de fraudes e de inibidores do
crescimento microbiano é obrigatdria apenas para o leite cru (BRASIL, 2011). A auséncia de
fiscalizacao do leite pasteurizado pode levar a exposi¢ao ao consumo de leite adulterado e
com residuos de inibidores microbianos, sempre que houver falhas no controle realizado pela
industria. Além disso, as adulteracdes do leite realizadas pela propria induastria, ndo serao
identificadas.

Entretanto, atualmente existem agdes de monitoramento do leite no Brasil. o
Programa de Controle de Residuos em Leite (PCRL), criado em 1999, visa a pesquisa de
residuos de medicamentos veterinarios, de agrotoxicos, de contaminantes ambientais e
inorganicos. O PCRL determina limites maximos de residuos para 29 antibidticos, além de
outras substancias como praguicidas, antiparasitarios ¢ micotoxinas (BRASIL, 2011¢). Um
dos objetivos do programa ¢ garantir a seguranca e a inocuidade dos alimentos
disponibilizados aos consumidores. No entanto, o programa realiza analises em apenas uma
pequena parcela do leite produzido no pais, utilizando um plano de amostragem (BRASIL,

1999).
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1.4 ADULTERACAO DO LEITE

O leite ¢ um dos alimentos mais frequentemente envolvidos em fraudes
(MOORE; SPINK; LIPP, 2012). O Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitaria de
Produtos de Origem Animal (RIISPOA) considera fraudado o leite que: for adicionado de
agua, substancias conservadoras ou quaisquer elementos estranhos a sua composicao; sofrer
subtracdo de qualquer dos seus componentes; estiver cru e for vendido como pasteurizado ou
for exposto ao consumo sem as devidas garantias de inviolabilidade (BRASIL, 1997).

Além de lesar o consumidor economicamente, por fornecer um produto de
qualidade inferior a declarada, a adulteragdo do leite pode representar risco a saude,
dependendo do tipo de substancia utilizada na fraude. Um dos mais graves exemplos ocorreu
no ano de 2008 na China. A fraude consistia na adi¢do da substancia melamina ao leite para
simular um aumento no seu teor proteico. Foram reportadas seis mortes ¢ mais de 300 mil
pessoas adoeceram (SHARMA; PARADAKAR, 2010).

No Brasil, em 2007, foi descoberto um esquema de adulteragcdo do leite em
industrias de Minas Gerais. Uma formula calculada por quimicos contendo substancias
conservantes, neutralizantes e reconstituintes, soro de queijo e agua era adicionada ao leite
(G1, 2007; SPIGLIATTI, 2007).

As fraudes mais praticadas no leite sdo o aumento de volume, a adi¢do de
reconstituintes da densidade, neutralizantes da acidez e substincias conservantes
(KARTHEEK et al., 2011; TRONCO, 2008). Somada a motivagdo financeira, a pratica de
fraudar o leite pode ser incitada pela dificuldade na deteccao das frades utilizando apenas as

provas de rotina (KARTHEEK et al., 2011).

1.4.1 Fraudes por Adicio de Agua e Reconstituintes da Densidade

Embora seja pouco sofisticada, a principal fraude detectada no leite continua
sendo a adi¢do de 4gua com o objetivo de aumentar seu volume (FIRMINO et al., 2010;
GIOMBELLI et al., 2011; MENDES et al., 2010; SILVA et al., 2008; SOUZA et al., 2011).
Essa fraude dificilmente ¢ realizada de forma isolada, ja que pode ser rapidamente detectada
por provas de rotina como densidade e crioscopia (TRONCO, 2008). Para mascarar a adig@o
de 4gua sdo utilizadas substancias denominadas reconstituintes da densidade como sal, agucar,

farinha (TRONCO, 2008).
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No Brasil, diferentes estudos demonstram a ocorréncia de fraudes por
adicao de reconstituintes ao leite. No Distrito Federal, a presenga de sacarose e cloretos foi
detectada respectivamente em 86,28% e 1,39% de 72 amostras de leite pasteurizado (ROSA-
CAMPOS et al., 2011). Esses reconstituintes também foram detectados em 20 amostras de
leite cru por Firmino et al. (2010), no estado de Minas Gerais, em frequéncias de 36% para a
adicdo de cloretos e 6% para presenca de sacarose, além de 40% das amostras com crioscopia
fora dos padrdes. Mendes et al. (2010) ndo encontraram sacarose, amido ou cloretos em 32
amostras de leite pasteurizado, produzidas em Mossor6-RN, embora tenham detectado 50%
das amostras fora dos padrdes para crioscopia. souza et al. (2011) detectaram 12 (60%)
amostras de leite pasteurizado fraudado com agua. As amostras foram negativas para a
pesquisa de cloretos e de amido.

Recentemente foi relatada a possibilidade de utilizag@o de outras substancias
como o alcool etilico e o citrato de s6dio como reconstituintes. o objetivo de sua utilizagao
seria igualmente mascarar fraudes por adicao de agua, sendo que o alcool altera apenas no
indice crioscopico, enquanto o citrato ¢ capaz de promover alteracdes na densidade e na
crioscopia do leite (BELOTT et al., 2010; 2011b).

A adicao de soro do leite, oriundo da produgdo de queijo, € praticada com a
finalidade de aumentar o volume do leite. Por possuir na sua composicao agua, lactose e sais,
apresenta densidade e indice crioscopico muito proximos aos do leite, sendo esta uma das
fraudes de detec¢@o mais laboriosa e complexa (TRONCO, 2008).

Fraudes por adi¢dao de agua e reconstituintes da densidade, por outro lado,
sao mais facilmente identificadas. As provas de densidade e crioscopia, realizadas na
recepgdo do leite cru, auxiliam na detec¢do deste tipo de fraude. A adi¢do de 4gua reduz a
densidade do leite e aumenta seu ponto de congelamento, enquanto a adi¢do de reconstituintes
produz o efeito inverso (SANTOS, FONSECA, 2007). No entanto, leites fraudados com
quantidades equilibradas de agua e reconstituintes podem ndo apresentar alteragdes nessas
provas. Por isso, a legislacdo determina a pesquisa diaria de reconstituintes da densidade no
leite cru refrigerado, mas estas provas sdo laboriosas e demoradas e, as vezes, incompativeis
com a rotina de analises da industria. Contudo, como exposto anteriormente, para o leite
pasteurizado ndo existe essa exigéncia, o que dificulta a deteccdo de fraudes realizadas pela
industria (BRASIL, 2006; 2011a).

A adicdo de 4agua e reconstituintes ndo representa risco a saude do
consumidor, mas por promover uma diluicdo dos seus componentes, promove uma redugao

no seu valor nutricional (SOUZA et al, 2011).
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1.4.2 Fraudes por Adicao de Neutralizantes

A obtengdo do leite em condi¢des de higiene insatisfatorias, bem como a
insuficiéncia de refrigeracdo do leite apds a ordenha originam leite com elevadas contagens de
micro-organismos (SANTOS; FONSECA, 2007). Os micro-organismos presentes no leite em
quantidades elevadas metabolizam a lactose transformando-a em 4cido latico e,
consequentemente, elevando a acidez tituldvel, o que leva a recusa do produto pela industria
(BRASIL, 2011a).

A adigdo fraudulenta de neutralizantes como o bicarbonato de so6dio ou o
hidroxido de sédio visa ocultar a elevacao da acidez Dornic do leite ou acidez Dornic a niveis
acima dos permitidos pela legislagdo (TRONCO, 2008). Uma vez que o resultado da acidez
Dornic deriva das reacdes entre componentes acidos e alcalinos presentes no leite, e ndo da
concentragdo real de acido latico, este pode ser adulterado pela adigao de substancias alcalinas
que se ligam ao acido latico presente no leite, neutralizando-o (MILAGRES, 2008). Dessa
forma, ¢ importante que seja realizada a pesquisa especifica de neutralizantes da acidez,
prevista pela legislacdo vigente para o leite cru refrigerado (BRASIL, 2011a).

Contudo, uma vez que a elevacdo da acidez ¢ responsavel por limitar o
crescimento microbiano, a redugdo na acidez favorece o aumento da populagdo microbiana,
determinando uma queda ainda maior na qualidade do produto (FRANCO, LANDGRAF,
2008).

No Brasil, a literatura relata a pesquisa de neutralizantes da acidez no leite e
as frequéncias observadas variam de nulas a 65% (FIRMINO et al., 2010; MARTINS et al.,
2008; MENDES et al., 2010; SOUSA et al., 2011). A utiliza¢do de hidréxido de so6dio pode
promover saponificacdo da gordura do leite, causando defeitos no produto e nos derivados.
Além disso, ¢ uma substancia corrosiva para os tecidos humanos, podendo representar risco

ao consumidor dependendo da concentracao final no leite (ANVISA, 2007).

1.4.3 Fraudes por Adi¢cdo de Conservantes

Outro tipo de fraude relacionada a contaminagdao do leite ¢ a adicao de
conservantes como cloro, hipoclorito, peroxido de hidrogénio e formaldeido. O objetivo desta
fraude ¢ reduzir ou eliminar os micro-organismos presentes no leite prevenindo assim as

alteracdes decorrentes da sua multiplicagdo (TRONCO, 2008).
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Para a industria, a presenca desses residuos no leite e particularmente
prejudicial, ja que eles podem interferir na producao de derivados que envolvem a adig¢ao de
culturas laticas por inibir sua multiplica¢do durante a fabricacdo desses produtos (TRONCO,
2008).

O cloro e o hipoclorito s3o os principios ativos mais comumente utilizados
na higienizacao de instalagdes e equipamentos em propriedades leiteiras e laticinios devido a
sua alta eficacia e baixo custo. Sua baixa estabilidade na presenga de matéria orginica, nesse
caso o leite, pode dificultar a deteccdo deste residuos acidentais ou adicionados de forma
fraudulenta e também limitar a agdo conservante dessas substancias (CORDS: DYCHDALA;
RICHTER, 2001). Calcula-se que, sem o adequado enxague, solucdes contendo entre 200 e
500 ppm de cloro, deixariam um residuo méaximo de 0,8 a 1,4 ppm. Quantidades superiores a
20 ppm podem ser atribuidas a adi¢cdo fraudulenta (OLIEMAN, 2003). Quanto ao risco de
ingestao, o hipoclorito e corrosivo para pele € mucosas e poderia provocar irritagdo do trato
gastrointestinal (ATSDR, 2002).

O peroxido de hidrogénio ou 4dgua oxigenada ndo pode ser considerado um
contaminante acidental do leite, uma vez que ndo e comumente utilizado na higienizagdo de
utensilios, equipamentos ou na desinfec¢do dos tetos (OLIEMAN, 2003). Sua utilizagdo assim
como o uso de qualquer conservante no leite e proibida no Brasil (BRASIL, 1997).

O peroxido de hidrogénio pode promover alteragdes na qualidade
nutricional do leite, reduzindo de forma significativa a concentragcdo de vitamina C, sendo
relatadas também reducgdo das vitaminas A e B1. Por apresentar rapida degradagdo no leite e
pouco provavel que atinja concentragdes suficientes para causar efeitos adversos ao
consumidor (LUCK, 1962).

O formaldeido também nio e rotineiramente empregado na higienizacio de
utensilios e equipamentos na producdo e beneficiamento do leite (OLIEMAN, 2003) e,
recentemente, a sua adicao na formulagdo de produtos desinfetantes foi proibida, o que torna
esse tipo de fraude menos provavel (ANVISA, 2008). Contudo, ¢ uma substancia
comprovadamente cancerigena, mesmo em baixas concentragdes (NCI, 2012).

No Brasil diferentes autores relatam a presenga de substincias conservantes
no leite. Souza et al., 2011 pesquisaram fraudes em 100 amostras de leite UHT produzido em
6 estados brasileiros (Parana, Rio Grande do Sul, Sao Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais ¢
Goiés) e detectaram 44 amostras positivas para a presenga de formaldeido, 30 positivas para
peroxido de hidrogénio e 12 para cloro. Em Garanhuns-PE, foi detectada a presenca de cloro

(13%) e peroxido de hidrogénio (20%) em 15 amostras de leite cru (FREITAS FILHO et al.,



20

2009). Rosa-Campos et al. (2011) pesquisaram fraudes por adicdo de neutralizantes e
conservantes em 72 amostras de leite pasteurizado produzido no Distrito Federal e detectaram
7 amostras positivas para peroxido de hidrogénio. Fimino et al. (2010) analisaram 60
amostras de leite cru refrigerado em Minas Gerais e detectaram a presenga de formol em 13%
e de nitrato em 40% destas. Mendes et al. (2010)estudando leite informal produzido em
Mossoro-RN, ndo detectaram fraudes por adigdo de reconstituintes, neutralizantes ou
conservantes.

A legislagdo determina a pesquisa didria de substincias inibidoras do
crescimento microbiano na recepg¢do do leite cru refrigerado. Existem provas especificas para
a pesquisa de cloro, hipoclorito, peroxido de hidrogénio e formaldeido (BRAsiL, 2006).

No entanto, a pesquisa diaria de todas essas substincias em todo o leite
recebido pela industria ¢ invidvel, especialmente quando se considera a dificuldade de
execucao de algumas destas provas (BRAsiL, 20006).

A realizagdo de provas inespecificas baseadas na inibigdo de culturas
bacterianas seria interessante como teste de triagem, pois apesar de ndo definirem o principio
inibidor, indicam sua presenca. Na lactofermentacdo, por exemplo, observa-se a inibi¢do das
bactérias naturalmente presentes no leite cru (BEHMER, 1999). Na prova do iogurte avalia-se
a inibicdo de culturas especificas: Lactobacillus bulgaricus e Lactococcus thermophilus
(TRONCO, 2008). Existem também kits comerciais como o Kit Charm® Cow Side II test que
utilizam culturas de Bacillus stearothermophilus (CHARM SCIENCES®, 2011).

Em sintese, fraudes por adicdo de substincias conservantes ao leite sdo
recorrentes no Brasil, o que demonstra falhas no controle de qualidade da industria e também
dos orgaos fiscalizadores. Os problemas associados a pratica de fraudes por adicdo dessas
substancias ao leite variam entre prejuizo das caracteristicas sensoriais ¢ dos processos
tecnoldgicos que envolvem a utilizagdo de culturas laticas e problemas de toxicidade para

consumidores.

1.5 RESIDUOS DE ANTIBIOTICOS NO LEITE

Os antibiodticos sao os medicamentos mais utilizados em rebanhos leiteiros
no estado do Parand (PONTES-NETO et al., 2005). Os principais grupos de antimicrobianos
utilizados no rebanho leiteiro nacional sdo: beta-lactamicos, tetracilcinas, aminoglicosideos,
macrolideos e as sulfonamidas (SANTOS; FONSECA, 2007). O leite constitui uma das vias

de eliminagao dos antibioticos, assim, quando vacas sdo tratadas durante o periodo de lactagdo
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essas substancias e seus metabodlitos contaminam o leite (JENSEN, 1995; SANTOS;
FONSECA, 2007).

O periodo de caréncia de um medicamento pode ser definido como o
intervalo de tempo necessario para que a substancia administrada ao animal ou seus
metabolitos atinjam na carne e no leite valores iguais ou inferiores aos limites maximos de
residuos (LMR) estabelecidos pela legislacdo . Durante esse periodo , portanto, o leite devera
ser de scartado (PALERMO-NETO, 2008).

Dessa forma, residuos de medicamentos veterinarios como os antibioticos
poderdo ser detectados no leite sempre que ocorra violagdo do periodo de caréncia. Ainda,
alteragdes na forma e via de aplicacdo e /ou na dosagem recomendada podem provocar a
persisténcia de residuos durante periodos superiores aos recomendados para o descarte do
leite pela bula do medicamento (PALERMO-NETO, 2008).

No Brasil diversos estudos descrevem a presenga de residuos de antibioticos
no leite.As frequéncias descritas variam conforme a técnica utilizada, o principio pesquisado e
a regido estudada. Sdo relatadas frequéncias que variam entre 2,6% e 64,9%.Morais et al.
(2009) analisaram 57 amostras de leite pasteurizado dos tipos B e C e detectaram 25 (44%)
amostras positivas para tetraciclinas, 2 (3,5%) para betalactamicos, 4 (7%) para
estreptomicina ou diidroestreptomicina e 6 (10,5%) amostras positivas para tetraciclinas e
betalactamicos.

Ha inclusive detecg@o de antibiodticos de uso proibido pela legislagdo, como
relatado por oliveira; Bando e Machinski Junior (2007), que detectaram 2,6% de 151 amostras
de leite pasteurizado positivas para cloranfenicol, no Parana. Vieira et al. (2012), detectaram
cloranfenicol em 6 (7,59%) de 79 amostras de leite pasteurizado, também no Parand. o mesmo
estudo detectou no total 15 (19%) amostras positivas para antibioticos, das quais 3 (3,79%)
continham tetraciclinas, 3 (3,79%) estreptomicina,2 (2,53%) betalactamicos ¢ 1 (1,26%)
gentamicina.

Em outro estudo NERO et al. (2007) detectaramresiduos de betalactamicos
e sulfonamidas em 11,4% das 210 amostras de leite cru de quatro regides brasileiras, PR, SP,
RS ¢ MG. Sousa et al.(2012) avaliaram 30 amostras de leite pasteurizado e detectaram
residuosde antibidticos em 13,33%.0 Programa de Analise de Residuos de Medicamentos
Veterinarios em Alimentos de Origem Animal(PAMVET) detectoua presenca de antibidticos
em 112 (24,08%) das 465 amostras de leite uHT avaliadas em todo o Brasil. os principios
identificados foram betalactamicos, tetraciclinas, cloranfenicol, neomicina, estreptomicina e

diidroestreptomicina, sulfatiazol, sulfametazina e sulfadimetoxina (ANVISA, 2009).
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A pesquisa de antibidticos deve ser realizada pela industria na recep¢ao do
leite cru, conforme preve a legislagdo (BRASIL, 2011a). Entretanto, a legislacao nao ¢ clara
quanto a padronizacdo dessas andlises, o que pode resultar em falhas no controle de qualidade
e expor o consumidor a esses residuos. Usualmente sdo utilizados kits comerciais que
detectam a presenca de apenas um grupo de antimicrobianos. Seria mais interessante que
fossem utilizadas provas menos especificas, capazes de identificar diferentes grupos de
antibidticos, como a prova da cultura do iogurte e kits comerciais que se baseiam na inibi¢ao
de culturas bacterianas especificas e apresentam resultados relativamente rapidos. Essas
provas poderiam ser utilizadas na triagem das amostras, o que reduziria os custos dessas
analises e permitiria a identificagdo simultdnea de varios grupos de antimicrobianos,
resultando em um nimero maior de amostras positivas, quando comparados a utilizacao
apenas de testes que pesquisam um grupo especifico (TRONCO, 2008; CHARM
SCIENCES®, 2011).

Além disso, os antibidticos sdo compostos termo resistentes, apresentando-
se estdveis apoOs tratamentos térmicos como a pasteurizacdo € mesmo a ultrapasteurizacao
(HASSANI et al., 2008; UNUSAN et al., 2009). Dessa forma, os residuos de antibidticos
presentes no leite cru estardo presentes também nos seus derivados. Entretanto, a legislagdo
ndo determina a pesquisa dessas substancias no leite pasteurizado (BRASIL, 2011a). Dentre
os transtornos causados pelos residuos dessas substancias no leite pode-se citar a inibi¢do de
culturas laticas, que traz prejuizos para a induastria e o risco a saude do consumidor
(SANTOS; FONSECA, 2007).

A presenga de residuos de antibidticos no leite cru ¢ um problema grave do
ponto de vista da satde publica (ANVISA, 2009). A ocorréncia de toxicidade aguda pela
ingestdo de produtos de origem animal contaminados com residuos de antibioticos raramente
e ob servada, uma vez que os niveis desses residuos geralmente estdo em baixas
concentragdes. No entanto, em individuos sensiveis a penicilina reagdes de hipersensibilidade
podem ocorres apds uma Unica exposi¢ao (ANVISA, 2009).

Os problemas decorrentes da ingestdo acidental de antibidticos pela
alimentacdo podem ser classificados em trés grupos; problemas toxicoldgicos;
imunopatoldgicos, relacionados a ocorréncia de reacdes alérgicas e problemas relacionados a

selecdo de micro-organismos resistentes a antibioticoterapia (SANTOS, FONSECA, 2007).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a ocorréncia de reconstituintes, conservantes, neutralizantes, e
residuos de antibioticos no leite pasteurizado produzido no norte do Parand e avaliar a
sensibilidade analitica e suficiéncia das provas determinadas por lei para assegurar a

qualidade do leite pasteurizado.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a adequagdo do leite pasteurizado produzido na regido norte do
Parana aos parametros fisico-quimicos ¢ microbiolégicos determinados pela legislagao.

Pesquisar a ocorréncia de residuos de antibiodticos e adulteragdes por adigdao
de agua, reconstituintes, conservantes e neutralizantes em amostras de leite pasteurizado
produzido na regido norte do Parana.

Avaliar a sensibilidade analitica das provas indicadas pela legislacao
brasileira para a pesquisa de reconstituintes, conservantes e neutralizantes no leite.

Avaliar métodos de deteccdode conservantes no leite por inibicdo do
crescimento microbiano.

Avaliar a persisténcia de residuos detectaveis de substancias conservantes e

neutralizantes no leite refrigerado, 24 e 48 horas apds sua adigao.
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3 ARTIGO 1

SUFICIENCIA DAS PROVAS OFICIAIS PARA IDENTIFICACAO DE FRAUDES E
GARANTIA DA QUALIDADE E SEGURANCA DO LEITE PASTEURIZADO

3.1 RESuMO: O objetivo deste trabalho foi avaliar a suficiéncia das metodologias oficiais,
determinadas pela legislagdo, na identificagdo de fraudes e na garantia da qualidade e seguranca
do leite pasteurizado. Foram avaliadas 100 amostras de leite pasteurizado integral produzido no
Parand. As amostras foram submetidas, segundo metodologia oficial, a pesquisa de amido,
cloretos, sacarose, alcool etilico, formaldeido, cloro, hipoclorito, peréxido de hidrogénio e
neutralizantes da acidez. A pesquisa de antibidticos foi feita por meio do Kit CowSide® II test
(Charm Sciences Inc). Foram realizadas ainda as andlises de densidade, gordura, crioscopia,
acidez Dornic, alizarol 72%, pH e lactofermenta¢do. Foram enumerados micro-organismos
aerobios mesofilos, coliformes a 30°C e Escherichia coli. Em 51(51%) amostras os resultados se
encontraram fora dos parametros em pelo menos uma analise e/ou foi identificada a ocorréncia de
fraude. Quanto as analises fisico-quimicas, 25 (25%) amostras estavam fora dos padrdes e para as
analises microbiologicas, 10 (10%) amostras. A presenga de antibidticos foi detectada em 14
(14%) amostras. Em 5 (5%) amostras foi detectada adi¢do de dgua e em 13 (13%) presenca de
reconstituintes da densidade. Os principais problemas identificados no leite pasteurizado foram a
ocorréncia de fraudes por adi¢ao de agua e/ou adi¢do de reconstituintes e presencga de residuos de
antibioticos. As provas de controle de qualidade determinadas para o leite pasteurizado pela
legislacdo vigente ndo foram suficientes para identificar as fraudes detectadas nesse estudo. A
contaminacao do leite por residuos de antibidticos representa risco a satide do consumidor.

Palavras chave: Adulteracdo. Reconstituintes. Neutralizantes. Conservantes. Antimicrobianos.
Legislagao.

3.2 ABSTRACT: The objective of this study was to assess the suitability of official tests,
determined to pasteurized milk by law, on fraud detection and on quality and safety assurance for
this product. Samples of pasteurized whole milk (100), produced in Parand were evaluated. The
samples were tested for the presence of starch, chloride, sucrose, ethanol alcohol, formaldehyde,
chlorine, hypochlorite, hydrogen peroxide and acidity neutralizers. The presence of antibiotic was
researched by CowSide® II test kit (Charm Sciences, Inc). Analyses of density, fat, cryoscopy,
Dornic acidity, alizarol 72%, pH and lactofermentation were also performed. Mesophilic aerobic
microorganisms, coliforms at 30 ° C and Escherichia coli were enumerated. In most of the
samples (51%) results were out of standards for at least one test and/or occurrence of fraud was
detected. Regarding physical-chemical analyzes, 25 (25%) samples were out of standards and for
microbiological analyzes, 10 (10%) samples. The presence of antibiotic was detected in 14% of
samples. In 5 (5%) samples water addition was detected and in 13 (13%) the presence of
restorative substances. The main problems identified in pasteurized milk were the occurrence of
fraud by water addition and/ or restorative substances and the presence of antibiotic residues.
Quality control tests determined for pasteurized milk by current legislation were not sufficient to
identify the frauds detected by this study. Further, milk contamination by antibiotics residues pose
as a risk to consumers health. adulteracdo, reconstituintes, necutralizantes, conservantes,
antimicrobianos, legislacao.

Keywords: Fraud. Restorative substances. Neutralizers. Preservatives. Antimicrobials.
Legislation.
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3.3 INTRODUCAO

No Brasil, os principais problemas relatados para o leite pasteurizado sdo a
sua qualidade microbiologica insatisfatoria, o ndo cumprimento dos parametros fisico-
quimicos e a ocorréncia de fraudes (BRICIO; SILVA; FINGER, 2005; GIOMBELLI et al.,
2011; SILVA et al., 2008; SILVA et al. 2007; SILVA et al., 2010; SOUSA et al., 2011;
TAMANINI et al., 2007).

As fraudes mais comumente observadas envolvem a adi¢do de dgua ou soro
de queijo para aumentar o volume; neutralizantes da acidez como bicarbonato de soédio e
hidroxido de sédio; reconstituintes da densidade como sal, agticar ¢ amido; e conservantes
como hipoclorito, cloro, peroxido de hidrogénio e formaldeido (KARTHEEK et al., 2011).
Além da motivagao financeira, a pratica de fraudar o leite pode ser incitada pela dificuldade
na sua detec¢do utilizando apenas as provas de rotina (KARTHEEK et al., 2011).

A legislagdo brasileira determina a pesquisa didria de substancias
reconstituintes, neutralizantes e inibidoras do crescimento microbiano no leite cru (BRASIL,
2011a), o controle realizado pela industria, bem como pelos servicos de inspecao se limita a
avaliacdao de poucos parametros fisico-quimicos como acidez dornic, estabilidade ao alcool,
crioscopia, densidade, porcentagem de gordura e pesquisa de antibidticos. Além disso, a
pesquisa de fraudes nao ¢ exigida para o leite pasteurizado (BRASIL, 2011a).

A legislacdo brasileira ndo estabelece quais grupos de antibidticos devem
ser pesquisados no leite cru (BRASIL, 2011a), dessa forma, a industria muitas vezes pesquisa
apenas um grupo, o que pode levar a recepgao de leite com residuos de grupos de antibioticos
nao pesquisados.

Assim, o nimero restrito de provas utilizadas no controle de qualidade do
leite cru e pasteurizado, aliado as limitagdes inerentes a essas provas na deteccdo de fraudes,
criam uma lacuna no controle de qualidade do leite. Uma série de problemas podem decorrer
desse fato e inclusive oferecer risco a saude do consumidor, como a presen¢a de residuos de
antibioticos no leite (ANVISA, 2009).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a suficiéncia das provas determinadas
pela legislagdo, na identificacao de fraudes e na garantia da qualidade e da seguranca do leite
pasteurizado, pesquisando a ocorréncia de fraudes e de residuos de antibidticos por meio de
analises oficiais e complementares e por meio da avaliagdo fisico-quimica e microbioldgica

das amostras.
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3.4 MATERIAL E METODOS

Amostragem

Foram analisadas 100 amostras de leite, classificado comoleite pasteurizado
integral, provenientes de 10 laticinios, localizados na regido norte do estado do Parana
(Quadro 1). As amostras foram enviadas ao Laboratorio de Inspe¢do de Produtos de Origem
Animal (LIPOA) do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva, da Universidade
Estadual de Londrina, Londrina-PR por agentes da Vigilancia Sanitaria ou pelos proprios
laticinios para controle de qualidade. Todas as amostras foram analisadas no periodo entre 01

de agosto e 31 de outubro de 2012.

Quadro 1 — Distribuicdo do numero de amostras entre os laticinios avaliados ¢ Servigo de
Inspecdo existente no estabelecimento.

e Servico de Total de amostras
Laticinio . . .
inspecio™ analisadas
A SIP 11
B SIF 10
C SIM 7
D SIP 11
E SIP 8
F SIP 10
G SIP 14
H SIP 7
I SIP 12
I SIP 10
Total 100

* SIM - Servigo de Inspecdo Municipal; SIP - Servico de inspegdo do Parana; SIF - Servigo de Inspecao Federal
Fonte: Elaboragdo do autor

Analises Microbioldgicas

A temperatura das amostras de leite foi mensurada no momento de chegada
ao laboratério, sem violagdo da sua embalagem original. Amostras com temperatura superior
a 10°C ou inferior a 0°C foram excluidas do estudo. Em seguida as embalagens foram
higienizadas e as amostras mantidas em refrigeracdo até o momento da analise, que ocorreu
no maximo 24 horas apos sua chegada ao laboratério. Todas as amostras estavam dentro do
prazo de validade determinado pelo fabricante.

As amostras de leite foram diluidas de forma decimal seriada em solugdo

salina peptonada 0,1% até a diluigio 107. A enumeragdo de micro-organismos aerdbios
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mesofilos foi realizada em Agar Padrao para Contagem (PCA), utilizando as trés diluigdes
decimais, semeadas em duplicata e incubadas a 36°£1°C por 48 horas (BRASIL, 2003).

A enumeragdo de coliforme totais e Escherichia coli foi feita em placas
Petrifilm™ EC (3M, St. Paul, MN, EUA) semeando-se a amostra integral e incubando-a a
36°C + 1°C por 24 horas para enumerag¢do de coliformes totais e por 48 horas para
enumeracaoo de E. coli, conforme instru¢des do fabricante.

A microbiota predominante em cada amostra, foi determinada pela prova da
lactofermentacdo descrita por Behmer (1999) com modificagdes. Em tubos de rosca estéreis,
10 ml de cada amostra de leite foram incubados a 36°C + 1°C por 24 horas. Apos a incubagio
os coagulos foram classificados. Coagulos pequenos e retraidos na parede do tubo, com
grande separagdo de soro foram classificados como digeridos. Codgulos com presenga de
bolhas e orificios formados pela producao de gas pela microbiota presente foram classificados
como esponjosos. Codgulos perfeitos, sem separagdo de soro e lisos foram classificados como
gelatinosos. Finalmente, tubos que nao apresentaram coagulacdo do leite foram classificados

como liquidos (BEHMER, 1999).

Analises Fisico-Quimicas, Pesquisa de Fraudes e Residuos de Antibioticos

Em todas as amostras determinou-se densidade a 15°C, teor de gordura pelo
método Gerber, crioscopia, acidez Dornic e estabilidade ao alizarol 72%, calculo dos So6lidos
Totais e Sélidos ndo Gordurosos, de acordo com a Instru¢do Normativa 68 (BRASIL, 2006).
O pH foi aferido pelo pHmetro digital HI 8424 - Hanna, conforme orientacdes do fabricante.
A crioscopia foi realizada no crioscopio eletronico digital micro processado PZL 7000 - PZL,
conforme orientacdes do fabricante, com trés repetigdes para cada amostra.

Para avaliar a fraude por adi¢do de reconstituintes da densidade foram
realizadas as pesquisas de: sacarose, cloretos, amido e alcool etilico. A fraude por adi¢cdo de
neutralizantes da acidez foi realizada pelo método B da fenolftaleina e a pesquisa de fraudes
por adicdo dos conservantes: formaldeido, cloro, hipoclorito e perdxido de hidrogénio
(método do guaiacol) foram executadas conforme descrito na Instrucdo Normativa 68
(BRASIL, 2006), com excecao da pesquisa de sacarose realizada conforme descrito nos
Meétodos analiticos oficiais para controle de produtos de origem animal e seus ingredientes

(BRASIL, 1981).
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Para pesquisa de antibioticos foi utilizado o kit CowSide® II test da Charm
Sciences Inc, conforme instru¢des do fabricante. O teste se baseia na inibi¢do microbiana e

detecta a presenca de 32 antimicrobianos, conforme exposto no quadro 2.

Quadro 2 — Limites de deteccdo (LD) do Kit CowSide® II test (Charm Sciences Inc) e
limites maximos de residuos (LMR) estabelecidos pela legislacdo para a
presenga de residuos de antibidticos em amostras de leite pasteurizado.

Grupo Antimicrobiano (“ri;zg) (!i:ii) Grupo Antimicrobiano (“;E{g} (lengi)
Amoxicillina 3.4 4! Sulfadiazina 40-60 100"
Ampicillina ~ 3-4 4! % Sulfadimetoxina  25-50 100"
Cefacetril 10 - 15 125° Sulfametazina 75 =125 100"
Cefalexina ~ 75-100 100’ % Clortetraciclina  200-300 100"
Cefalonio 15 -20 20° = Doxaciclina 25-75 100"
g Cefoperazone 20-30 50° é Oxitetraciclina 75 - 100 100
= Cefiofre o, 100 100" | 3 Tetraciclina ~ 50-100 100!

E metabdlitos -

5, Cefuroxima 20-25 50? Eritromicina 75 - 100 407
2 Cefapirina §-10 60’ £ Espiramicina  300-400 200°
Cloxacilina 15 -25 30! = Lincomicina  100-150  150°
Dicloxacilina 5-10 30! § Pirlimicina 25-50  100°
Nafeilina 5a10 30° = Tilmicosina 25-35 507
Oxacilina 5-10 30! Tilosina 20-30 507
Penicilina G 2=3 4! 5 Gentamicina 75 - 150 100°
Outros Dapsona ) 0’ < Neomicina 100-150  500°

Estabelecido pela Instru¢ao Normativa 24 (BRASIL, 2011b); Estabelecido pelo Alimentarius * SF -
sulfonamidas; AG - aminoglicosideos
Fonte: Charm Sciences (2011), modificado pelo autor

3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das andlises demonstraram que 51 (51%) das amostras
apresentaram pelo menos uma alterag@o nas analises realizadas e, 21 (21%) foram reprovadas
em mais de uma andlise. Os parametros fisico-quimicos reprovaram 25% das amostras e os
microbiologicos 10% (BRASIL, 2011a), em 13% das amostras foi detectada a presenca de

substancias fraudulentas e em 14% residuos de antibidticos (Gréfico 1).
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Grafico 1 — Porcentagens de fraudes e residuos de antibidticos detectados em 100 amostras
de leite pasteurizado produzido no Parand entre outubro e novembro de 2012.

Superaquecimento
Adigdo de alcool etilico
Adicdo de agua
Desnate

Adigdo de sacarose

Residuos de antibidticos 14%

Fonte: Elaborado pelo autor.

Em pelo menos uma amostra de cada um dos 10 laticinios estudados foi
detectada alguma irregularidade nas andlises fisico-quimicas. A tabela 1 apresenta a média e o
numero de amostras fora dos parametros fisico-quimicos desse estudo. A maioria das
infracdes foram observadas para o teor de s6lidos ndo gordurosos (SNG), sélidos totais (ST) e
gordura.

A redugdo nos teores de solidos totais ¢ ndo gordurosos no leite esta
relacionada, no leite pasteurizado, a fraudes por adi¢do de 4&gua e/ou desnate. Na
determinagdo da porcentagem de gordura, 5 das 9 amostras fora dos padrdes apresentaram

2,9% de gordura, o que sugere problemas de padroniza¢ao do produto.

Tabela 1 —Médias e numero de amostras fora dos parametros estabelecidos2 nas analises
fisico-quimicas em amostras de leite pasteurizado, no periodo entre agosto e
outubro de 2012, no estado do Parana.

Amostras
Anilise Média (DP)* Padrio’ foea Média (DP)’
) . do padrio )
(%)

Solidos nao gorduroses (%0) 0 (=0.163) >84 11 (11%) 8.25 (=0.069)
Solidos totais (%) 12 (=0.399) >11,4 6 (6%) 11.05 (£0.243)
Gordura (%) 3/(£0.336) >3 9 (9%) 2.7 (20.304)

Alizarel 72% - Estavel 7 (7%) -
Crioscopia (‘H) -0.537 (0.004) -0.5502-0.530  5(5%)  -0.526 (£0.002)
Densidade (g/mL) 1.0305 (=0,001) 1.028 4 1.034 0 -
pH 6.71 (£0.098) NE* 5 :
Acidez ‘D 16.7 (=0.877) 14a 18 1(1%) 19 ()
Fosfatase - Negativa 0 -
Peroxidase - Positiva 1 (1%) -

*Padrio ndo estabelecido; ' Média e desvio padrio (DP) das 100 amostras de leite avaliadas; > Segundo a
Instrugdo Normativa 62 (BRASIL, 2011); > Média e desvio padrio (DP) apenas das amostras fora dos pardmetros
estabelecidos.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Leite Instavel Nao Acido (LINA) foi detectado na prova do alizarol em 7
(7%) amostras. Entre outras causas, a instabilidade apresentada pode ser relacionada a
qualidade da matéria-prima em seis destas amostras, que apresentaram codgulo do tipo
digerido na prova de lactofermentacdo. Esse tipo de coagulo ¢ gerado pela presencga de micro-
organismos psicrotroficos que produzem enzimas proteoliticas termoresitentes, ¢ degradam a
proteina do leite (BEHMER, 1999). Outros fatores podem estar envolvidos com a ocorréncia
de LINA como o excesso de ions célcio, altas contagens de células somaticas ¢ adicio de
etanol (OLIVEIRA; TIMM, 2006).

As cinco amostras fora dos pardmetros para crioscopia apresentaram
resultados acima de -0,530°H, indicando fraude por adicao de agua. Além disso, em 4 destas
amostras os resultados para SNG estavam abaixo do minimo estabelecido de 8,4% (BRASIL,
2011a). O teor de SNG normal apresentado na quinta amostra provavelmente se deve a sua
elevada porcentagem de gordura (3,7%) e densidade normal (1,031g/mL), uma vez que a
porcentagem de SNG foi obtida pela férmula pratica (BRASIL, 2006).

No Brasil, estudos demonstram que a fraude por adicdo de dgua ao leite
ainda ¢ bastante frequente. A literatura relata ocorréncia del1,3% a60% desse tipo de fraude
em leite fluido (FIRMINO et al., 2010; GIOMBELLI et al., 2011; MARTINS et al., 2008;
MENDES et al., 2010; SILVA et al., 2008; SOUZA et al., 2011).

Na analise de densidade nao foram observadas inconformidades. Em relagao
a pesquisa de reconstituintes da densidade, em nenhuma amostra avaliada detectou-se a
presenga de amido ou cloretos, mas 12 (12%) amostras apresentaram fraude por adi¢do de
sacarose ¢ uma (1%) amostra foi positiva para presenga de alcool etilico. O alcool etilico ¢
usado com o objetivo de adulterar a crioscopia ap6s fraudes por adicdo de agua (BELOTI et
al., 2011b). As amostras fraudadas com sacarose pertenciam a 8 dos 10 laticinios avaliados.
Em quatro desses laticinios essa fraude foi recorrente. As amostras positivas para sacarose €
alcool apresentaram resultados dentro do padrdo para crioscopia e densidade, exceto por uma
amostra positiva para sacarose, que apresentou crioscopia de -0,524°H.

Esses resultados demonstram que fraudes por adicdo de 4gua e
reconstituintes, quando realizadas de forma equilibrada podem ndo ser identificadas pelas
provas de densidade e crioscopia, determinadas pela legislagdo para o leite pasteurizado. Isso
ilustra a importancia da realizacao de provas especificas para a pesquisa de reconstituintes nao
s6 na matéria-prima , mas também no produto final.

A utilizagdo de provas especificas para identifica¢do de fraude por adicao de

reconstituintes ¢ relatada na literatura em frequéncias que variam de 1,39 a 86,28%
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(FIRMINO et al., 2010; ROSA-CAMPOS et al., 2011). Outros estudos, porém, nao relatam a
esse tipo de adulteragao (MENDES et al., 2010; SOUSA et al., 2011; SOUZA et al., 2011).

Fraudes por adicdo de neutralizantes no leite objetivam mascarar a acidez
adquirida, decorrente dometabolismo microbiano, que produz 4cido latico (TRONCO, 2008).
Quando a adulteracio ¢ bem feita, a acidez volta ao intervalo de normalidade. Dessa forma, a
avaliacdo da acidez titulavel ndo ¢ suficiente para atestar a auséncia de neutralizantes da
acidez (MILAGRES, 2008).

A média obtida para o pH de 6,71 (Tabela 1) ficou dentro do intervalo entre
6,6 ¢ 6,8, considerado normal para o leite produzido no Brasil (SANTOS; FONSECA, 2007).
Apenas uma amostra (1%) apresentou acidez Dornic acima do permitido pela legislacao
(BRASIL, 2011a), essa amostra também apresentou contagens elevadas para coliformes totais
e E. coli, respectivamente 49 e 10 UFC/mL.

Nenhuma amostra apresentou fraude por adicdo de neutralizantes, resultado
relatadotambém por outros pesquisadores (FIRMINO et al., 2010; MARTINS et al., 2008;
MENDES et al., 2010). Uma das amostras se apresentou alcalina na prova do alizarol, com
acidez de 14°D e pH de 6,88, sugestivo para uso de neutralizantes, ou para adi¢do de agua,
que nao foi identificada na amostra.

Na avaliagdo microbiologica, 10 amostras (10%), oriundas de 7 dos 10
laticinios avaliados estavam fora dos padrdes estabelecidos para leite pasteurizado (BRASIL,
2011a). Destas, nove (9%) continham coliformes totais acima de 4 UFC/mL, trés (3%)

apresentaram aerdbios mesofilos acima de 8 x 104 UFC/mL (Tabelas 2 e 3).

Tabela 2 —Distribui¢do de amostras de leite pasteurizado de laticinios do Parand,avaliadas
entre outubro e novembro de 2012, de acordo com a contagem (UFC/mL) de
micro-organismos aerdbios mesofilos (AM).

Intervalo n
<1.000 8 (8%)
Entre 1.001 ¢ 10.000 60 (60%)
Entre 10.001 ¢ 50.000 25 (25%)
Entre 50.001 e 80.000 4 (4%)
= 80.000 3(3%)
Total 100 (100%)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Em trés (3%) amostras foi detectada a presenga de Escherichia coli (Tabela
3), acima do limite estabelecido para coliformes a 45°C (BRASIL, 2011a)o que representa
contaminacdo de origem fecal apds o tratamento térmico e a possivel presenca de
enteropatogenos (FRANCO; LANDGRAF, 2008). No entanto, a maioria das amostras (71%)
apresentou boa qualidade microbioldgica, com baixas contagens de aerdbios mesofilos e
auséncia de coliformes. A média observada nas embalagens para o prazo de validade dos

leites avaliados foi de 6,27 dias, sendo 8 dias 0 maior prazo e 5 dias 0 menor.

Tabela 3 —Distribui¢do de amostras de leite pasteurizado de laticinios do Parana, avaliadas
entre outubro e novembro de 2012, de acordo com as contagens(UFC/mL) de
coliformes totais (CT) e Escherichia coli (EC)

) CT EC
Intervalo
n 1
Padrées (BRASIL. 2011) Max. 4 -
<]*# 71 (71%) 97 (97%)
Entre 1 ¢ 2 11 (11%) -
Entre 2.1 e 4 9 (9%) 1 (1%)
Entre 4.1 ¢ 10 1 (1%) 1(1%)
Entre 11 e 100 7 (7%) 1(1%)
> 100 1(1%) -

* Limite inferior de quantificacdo da metodologia PetriﬁlmTl\;I1(r3M, St. Paul, MN, EUA).
Fonte: Elaborado pelo autor.

A qualidade microbiolégica do leite avaliada neste estudo foi melhor que a
relatada por outros estudos realizados na mesma regido. Giombelli et al. (2011) encontraram
58 (47,54%) de 192 amostras de leite pasteurizado com contaminacdo acima dos limites
permitidos. Tamanini et al. (2007) relataram que 30% das 80 amostras de leite pasteurizado
tipo C fora dos parametros estabelecidos.

A lactofermentacdo ¢ uma prova para avaliar a microbiota predominante no
leite cru (BEHMER, 1999), porém, nesse estudo essa prova foi empregada como uma
ferramenta auxiliar na avaliagdo da qualidade do leite pasteurizado. A maior parte dos
coagulos (71%) foi classificada como digerido. Esse resultado indica problemas com a
qualidade do leite cru utilizado como matéria-prima, que possivelmente apresentava uma
microbiota predominantemente constituida por micro-organismos psicrotroficos, produtores
de enzimas proteoliticas termoestaveis (BEHMER, 1999). Das seis amostras que geraram

coagulos esponjosos, caracteristicos de uma microbiota composta predominantemente por
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coliformes (BEHMER, 1999), trés apresentaram micro-organismos do grupo coliforme acima
dos padrdes.

Nao houve formacgdo de coagulo em 10 (10%) amostras indicando a possivel
presenga de inibidores microbianos (BEHMER, 1999), exceto antibidticos e conservantes que
ndo foram detectados nessas amostras. Outra possibilidade é que as baixas contagens
detectadas nessas mostras, menores que 5 x 10° UFC/mL, ndo tenham sido suficientes para
reduzir o pH do leite ao ponto isoelétrico da caseina de 4,6 (ORDONEZ, 2005) e promover
sua coagulacdo em 24 horas. Apenas 13 amostras (13%) tiveram codgulos gelatinosos,
considerados ideais para a producdo de derivados lacteos por representar uma microbiota
composta predominantementepor bactérias acido laticas (BEHMER, 1999).

Todas amostras foram negativas para as substidncias conservantes
pesquisadas: formaldeido, cloro, hipoclorito e peréxido de hidrogénio. No entanto, devemos
considerar que parte destas substancias s3o volateis e/ou rapidamente degradadas ou
inativadas no leite e dificilmente detectadas no leite pasteurizado (SAHA, 2003; CORDS;
DYCHDALA; RICHTER, 2001).

A presenca de antibidticos foi detectada em 14 amostras (14%). A
contaminagdo do leite por residuos de antibidticos € consequ éncia principalmente da
utilizacao desses medicamentos nas vacas em lactacdo associada a inobservancia do periodo
de caréncia (SANTOS; FONSECA, 2007). Sua detec¢do no leite pasteurizado reafirma a
estabilidade térmica destas substidncias e sua atividade at¢ o momento do consumo
(UNUSAN, 2009).

No Brasil a ocorréncia de antibidticos no leite fluido relatada na literatura €
bastante variavel, dependendo da técnica utilizada, principio pesquisado e da regido estudada.
Os relatos de deteccao oscilam entre 2,7% ¢ 64,9% (ANVISA, 2009; MORAIS et al., 2009;
NERO et al., 2007; OLIVEIRA; BANDO; MACHINSKI JUNIOR, 2007; SOUSA et al.,
2012; VIEIRA et al., 2012).

A legislagdo brasileira ndo determina a pesquisa de antibidticos no leite
pasteurizado (BRASIL, 2011a) assim, se houver falha no controle do leite cru, o leite
pasteurizado pode conter esses residuos, representando risco para a saude do consumidor.
Reacdes de hipersensibilidade, indugdo de resisténcia bacteriana, lesdes oculares, hepaticas e
renais, além do possivel comprometimento do desenvolvimento 6sseo em criangas ja foram

associados a ingestao desses residuos (ANVISA, 2009).
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3.6 CONCLUSOES

As provas determinadas para a avaliagdo do leite pasteurizado pela
legislagdo ndo sdo suficientes para assegurar a qualidade e seguranga desse produto.

A maioria das amostras de leite pasteurizado produzido no Parana
apresentou irregularidades compativeis com fraude por adicdo de agua, desnate, adicao de
reconstituintes da densidade e presenca de residuos de antibioticos.

A auséncia de determinagdo legal para a pesquisa de antibidticos e fraudes
no leite pasteurizado tornam o produto suscetivel a esses problemas quando ocorrem falhas no
controle de qualidade da matéria-prima ou quando a fraude ¢ realizada pela propria industria.

As amostras avaliadas apresentaram boa qualidade microbioldgica.
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4 ARTIGO 2

AMPLITUDE DAS ALTERACOES PROMOVIDAS PELA ADICAO EXPERIMENTAL
DE RECONSTITUINTES AO LEITE E SENSIBILIDADE ANALITICA POR PROVAS
ESPECIFICAS

4.1 RESUMO: A fraude mais comumente observada no leite ¢ a adigdo de dgua. Outras fraudes sdo
decorrentes desta, como a adicdo de substancias reconstituintes com o objetivo de mascarar a
dilui¢do, como sal, aglicar ¢ amilaceos. Apesar de haver determinag¢do legal para a realizacdo
diaria de provas especificas para deteccdo de reconstituintes, muitas industrias utilizam
apenasprovas nao especificas como a densidade e a crioscopia para identificar esse tipo de fraude.
O objetivo deste trabalho foi avaliar a sensibilidade analitica das provas de densidade e crioscopia
e das provas especificas para pesquisa de adulteragdo por adi¢do de cloretos, sacarose e amido no
leite. Neste estudo, leite pasteurizado tipo A, livre de quaisquer substancias estranhas, foi
adicionado experimentalmente,de diferentes concentracdes de sal, acucar, farinha de trigo ou
amido de milho e agua, e avaliado pelas provas de densidade, crioscopia, acidez Dornic, e
condutividade e por provas especificas parapesquisa de sacarose, cloretos e amido, além de
quantificar a lactose por infravermelho e ultrassom. Os resultados obtidos demonstram que as
provas de densidade e crioscopia nao sdo suficientes para detectar fraudes por adi¢do de agua e
reconstituintes. As provas especificas para a pesquisa de reconstituintes apresentam boa
sensibilidade analitica, identificando concentra¢des minimas de 0,027% para sal, 0,045% para
agucar ¢ 0,009% para amilaceos, constituindo importantes ferramentas auxiliares no combate as
fraudes. Observou-se que a adi¢ao de aguicar aumentou a porcentagem de lactose quantificada por
equipamentos de ultrassom e infravermelho, demonstrando que estes ndo identificam
especificamente a lactose.

Palavras chave: Adicdo de 4gua. Acucar. Sal. Farinha. Infravermelho. Ultrassom

4.2 ABSTRACT: The most frequently observed fraud in milk is water addition. Other frauds to
mask the dilution are consequential to this, for example the addition of restorative substances: salt,
sugar and starch. Although legislation determines the dailyresearch of restorative substances by
specific methodology, many industries use only unspecific tests such as density and freezing point
to identify these types of fraud. The aim of this study was to evaluate the capacity detection by
density and freezing point test as well as by specific tests for the adulteration detection by
chlorides, sucrose and starch addition on milk. In this study, pasteurized grade A, free of
adulterants,milk was addedwith different concentrations of salt, sugar, wheat flour or corn starch
and water in the laboratory, and evaluated through nonspecifictestsof density, freezing point
determination, Dornic acidity and conductivity and specific tests for the research of sucrose,
chlorides and starch, besides lactose quantificationby infrared and ultrasound methodology. The
obtained results show that density and freezing point are not sufficient to identify milk fraud by
water and restorative substances. However, specific tests for the research of restoratives
substanceshave good detection capacity, identifying minimum concentrations of 0.027% for salt,
0.05% for sugar and 0.009% for starch, and for that, considered important tools to inhibit frauds.
It was observed that addition of sugar increasedlactose percentage by ultrasound and
infraredequipment, thus these methodologies do not detect exclusively lactose.

Keywords: Water addition. Sugar. Salt. Flour. Infrared. Ultrasound.
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4.3 INTRODUCAO

No periodo compreendido entre 1980 e 2010 o leite foi apontado como um
dos alimentos mais frequentemente fraudados (MOORE; SPINK; LIPP, 2012). E considerado
fraudado o leite que: for adicionado de agua, substancias conservadoras ou quaisquer
elementos estranhos a sua composi¢do; sofrer subtracdo de qualquer dos seus componentes;
estiver cru e for vendido como pasteurizado ou for exposto ao consumo sem as devidas
garantias de inviolabilidade (BRASIL, 1997a).

A fraude mais comum no leite ¢ a adicdo de agua, historicamente praticada
por produtores e pela industria por questdes econdmicas. No Brasil, diversos estudos relatam
a ocorréncia de adulterag¢do do leite por adicdo de 4gua com frequéncias que variam entre 11,3
e 60% (GIOMBELLI et al., 2011; MARTINS, 2008; SILVA et al., 2008; FIRMINO et al.,
2010; MATTOS et al., 2010).

Dentre as andlises do controle de qualidade do leite, a afericao da crioscopia
e da densidade sdo utilizadas para identificar fraudes por adicao de agua e de reconstituintes e
tém como parametros legais 1,028 a 1,034 g/mL para a densidade a 15°C e -0,550°H a -
0,530°H para a crioscopia (BRASIL, 2011). A adi¢ao de dgua ao leite diminui sua densidade
e aproxima a crioscopia de 0°H, enquanto a adigdo de reconstituintes provoca o efeito
contrario e objetiva recompor estes parametros (SANTOS; FONSECA, 2007).

Entre os reconstituintes mais utilizados estdo o sal e o aglicar que, por
formarem solucdo com a agua, recompde mais eficientemente a crioscopia do que os
amildceos que, por estarem em suspensdo, recompde a densidade, mas nao interferem na
crioscopia (TRONCO, 2008). Se a adi¢do desses compostos ¢ realizada de forma equilibrada
com a quantidade de dgua, as provas de densidade e crioscopia rotineiramente realizadas no
leite podem nao ser capazes de detecta-la.

A legislacdo determina a pesquisa diaria de reconstituintes na recepcao do
leite cru pela induastria (BRASIL, 2011) e, embora industria e 6rgdos fiscalizadores tenham
disponiveis analises especificas para identificar esse tipo de adulteracdo, seja pela dificuldade
de execucdo, pelo volume de leite recebido, ou por auséncia de conhecimento, essas
ferramentas muitas vezes nao sao utilizadas.

Outra realidade ¢ que as consequéncias da adigdo de agua e suas
combinagdes com reconstituintes parecem ser bastante familiares aos produtores. No entanto,

ndo ha na literatura dados que auxiliem os pesquisadores, a industria e 6rgdos fiscalizadores a
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conhecer com maior precisao a capacidade de alterar a densidade e a crioscopia dos principais
reconstituintes.

Esse trabalho teve por objetivo avaliar a sensibilidade analitica das provas
especificas para a pesquisa de cloretos, sacarose e amido e dasprovas de densidade e
crioscopia diante das alteragdes fisico-quimicas promovidas pela adicdo experimental desses

reconstituintes e de agua ao leite.

4.4 MATERIAL E METODOS

Preparo das aliquotas para avaliagao

Para este experimento foi utilizado leite pasteurizado tipo A, negativo para a
presenga de reconstituintes e dentro dos pardmetros estabelecidos pela legislagio (BRASIL,
2011).

Cadareconstituinte (sal, agticar ou amildceos) foi isoladamente avaliado em
experimentos com trés repeti¢des. Para cada uma das repeti¢cdes foram utilizados 4,5 litros do
leite tipo A, homogeneizados e divididos em nove aliquotas de 500 mL. Oitoaliquotas foram
destinadas a adi¢ao de oito diferentes concentragdes de um dos reconstituintes: sal iodado,
acucar, farinha de trigo ou amido de milho comerciais (Quadro 1) e uma aliquota sem adig¢ao
foi reservada para o controle negativo. As analises de cada aliquota foram realizadas em

triplicata.
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Quadro 1 — Concentragdes dos reconstituintes utilizados nos experimentos para avaliar
alteracdes fisico-quimicas no leite e a sensibilidade analitica das provas descritas
pela legislacdo antes e apds a adi¢ao de 5% de agua.

, Agua Sal Acticar Amido de Farinha de
Aliquota (%) (%) (%) mulho (%) Trigo (%)
Controle - 0 0 0 0 0

1 0 0.025 0,050 0.010 0.010

2 0 0.030 0.100 0,025 0.025

3 0 0.035 0.150 0.050 0,050

4 0 0.040 0,200 0,075 0,075

5 0 0.045 0,250 0,100 0,100

6 0 0.050  0.500 0.500 0.500

7 0 0.075 0,750 1.000 1.000

8 0 0.100  1.000 2.500 2.500

Controle - 5 0 0 0 0

9" 5 0.023 0.045 0.009 0.009
107 5 0.027 0.091 0,023 0.023
11° 5 0.032 0.136 0.045 0,045
12° 5 0.036 0,181 0.068 0.068
13° 5 0.041 0,238 0.091 0.091
14 5 0.045 0,454 0.454 0.454
15° 5 0.068 0,680 0.907 0.907
16° 5 0.001 0907 2.268 2.268

Concentrac¢des idénticas as adicionadas ao leite integro e recalculadas para a concentrag@o final apoés adigdo de
5% de agua.
Fonte: Elaborado pelo autor

Andlises fisico-quimicas e pesquisa das fraudes

Em todas as aliquotas, adicionadas de um dos reconstituintes, foram feitas
analises fisico-quimicas de densidade a 15°C, crioscopia (PZL® 7000), acidez Dornic. A
condutividade (Hanna® HI8424) foi aferida nas aliquotas adicionadas de sal ou agucar. A
pesquisa de cloretos e de amido (BRASIL, 2006) foi realizada, respectivamente nas aliquotas
adicionadas de sal e nas aliquotas adicionadas de farinha de trigo ou amido de milho. A

pesquisa de sacarose (BRASIL, 1981) foi realizada nas aliquotas adicionadas de agucar.
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Quantificacao da lactose

Para a avaliar a interferéncia da adicdo de agucar (sacarose) na quantificacao
da lactose, o leite adicionado com diferentes concentracdes de agticar comercial (Quadro 1)foi
submetido a andlise por ultrassom (BOECOLAC - Lac 60 (Hexis®) e por infravermelho
(BENTLEY® 2000) na Associacao Paranaense de Criadores de Bovinos da Raga Holandesa
(APCBRH).

Avaliacao da adicao de agua

Apos a realizagdo de todas as provas, 400 mL das aliquotas adicionadas de
reconstituintes foram adicionadas de 5% de 4gua e tiveram as concentracdes de
reconstituintes recalculadas, devido a dilui¢do, resultando nas concentracdes descritas nas
aliquotas de 9 a 16 demonstradas no quadro 1.

Analise dos dados

Os dados obtidos foram tabulados e analisadosno programa Microsoft

Excel® 2010.

4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os reconstituintes estudados promoveram diferentes amplitudes de

alteracdes na densidade e no indice crioscépico do leite.
Sal
O reconstituinte com maior capacidade de alteracdo dos pardmetros

avaliados foi o sal iodado. A adi¢do de 0,1% de sal é capaz de aprofundar a crioscopia em

média em -0,064°H e aumentar a densidade em 0,0008 g/mL (Tabela 1).
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Tabela 1 —Detec¢do de cloretos, médias (n=3) e desvio padrao (DP) para densidade,
crioscopia e condutividade de leite adicionado de diferentes concentracdes de sal
iodado comercial, antes e depois da adi¢do de 5% de agua.

] Densidade Crioscopia  Condutividade
Aliquota  Sal (%) fi:l;: (g/mL) H) (mS/cm)
Média DP Média DP Média DP
Controle 0 - 1.032 0.000 -0.537 0,001 594 0.082
1 0,025 - 1.033 0,002 -0,552 0.002 6.31 0.137
2 0.030 & 1.032 0.001 -0.,557 0.001 6.50 0,091
3 0.035 +: 1.032 0.001 -0.561 0,002 6.57 0.084
4 0.040 = 1.033 0.001 -0.564 0.001 6.64 0.107
5 0.045 + 1.033 0.001 -0.566 0.001 6.72 0.123
6 0.050 + 1.033 0.002 -0.570 0,001 6.62 0.256
i 0.075 7 1.033 0,001 -0.585 0,001 7,01 0,178
8 0.100 + 1.033 0.002 -0.604 0,003 742 0,131
Apos adicao de 5% de agua
Controle 0 - 1.030 0.000 -0,510 0.004 578 0.073
9 0.023 - 1.030 0.001 -0.523 0.001 6.20 0.061
10 0.027 + 1.031 0.001 -0.526 0.002 6.28 0.216
11 0.032 + 1.030 0.000 -0.529 0,002 642 0,096
12 0.036 + 1.030 0,000 -0.533 0,002 6.50 0,076
13 0.041 + 1.031 0.001 -0.535 0,002 6.57 0.085
14 0.045 55 1.030 0,000 -0.538 0.002 6,58 0,080
15 0.068 + 1.030 0.001 -0.555 0.001 6.92 0,067
16 0.091 + 1.031 0.001 -0.571 0,003 7.36 0.067

Fonte: Elaboragao do autor.

Os resultados obtidos nas aliquotas 12, 13 e 14 demonstram a importancia
de provas especificas para a pesquisa da adicdo de cloretos, ja que quando adicionado em
concentragdes equilibradas com a agua, esse tipo de fraude ndo ¢ detectada nas provas de
densidade e crioscopia. A menor concentracdo de sal detectada pela prova de pesquisa de
cloretos foi de 0,027%, enquanto concentragdes superiores a 0,036% seriam necessarias para
mascarar adicdo de 5% de agua (Tabela 1). A prova para a pesquisa de cloretos possui baixo
custo e ¢ de facil execucdo. Contudo, por ser subjetiva, sua interpretacdo pode apresentar
complicagdes, uma vez a coloracao final do teste varia entre amarelo palido para resultados
positivos e amarelo "gema de ovo" para resultados negativos. Para evitar dividas recomenda-
se a realizagdo do teste com controles positivo e negativo.

A adigdo de sais estabilizantes de proteina como o citrato de s6dio promove

alteragdo semelhante, porém em menor intensidade, como demonstrado por Beloti et al.
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(2012) que observaram aprofundamento da crioscopia em cerca de -0,020°H ap0s a adigdo de
0,1% de citrato de sodio ao leite.

Concentragdes de 0,1% de sal aumentaram em média 1,55 mS/cm na
condutividade do leite (Tabela 1). Esses resultados coincidem com o exposto por Nascimento
et al. (2010), que observaram que a adi¢do de sal aumentou progressivamente a

condutividade, enquanto a adicao de dgua causou o efeito inverso.

Actucar

A adi¢do de actcar promoveu menores alteracdes nos parametros fisico-
quimicos quando comparada a adig¢@o de sal. Concentragdes de 0,1% de agucar aprofundaram
a crioscopia em -0,005°H e aumentaram densidade em 0,0003 g/mL (Tabela 2). Nao foi

observada alteragao significativa na condutividade do leite adicionado de agucar.

Tabela 2 —Deteccdo de sacarose, médias (n=3) e desvio padrio (DP) para densidade,
crioscopia e quantificagdo da lactose por Infravermelho (IV) e Ultrassom (US) de
leite adicionado de diferentes concentragdes de actcar comercial, com e sem
adi¢do de 5% de agua.

Aiurts Af;%:)m- Pesg:lsﬂ Densidade (g/mL) C 11;10‘51;3?[113 Lac;::; A Lac(t;;;e[ S
Sacarose Média DP Média DP Média DP Média DP

Controle 0 - 1.032 0.000 -0.538 0.005 444 0083 438 0.138
1 0.050 + 1.032 0.000 -0.543 0.002 4,55 0.015 439 0.111
2 0.100 + 1.032 0.000 -0.546 0,001 4,58 0012 441 0,127
3 0.150 + 1.032 0.000 -0.550 0.001 462 0012 442 0.111
4 0,200 3 1.033 0.000 -0,553 0.001 4,59 0099 444 0,112
5 0.250 - 1.033 0.001 -0,552 0,006 4,67 0021 4.53 0.176
6 0.500 3 1.034 0.001 -0.570  0.008 4,85 0.012 470 0.124
7 0.750 =3 1.035 0.001 -0.586 0.005 504 0.021 474 0.101
8 1.000 e 1.037 0.001 -0.604 0.005 523 0.036¢ 491 0.180

Apos adicao de 5% de agua

Controle 0 - 1.030 0.001 -0,509  0.004 431 0105 4,16 0,121
9 0.045 4 1.030 0.000 -0.514 0.001 431 0015 415 0,117
10 0.091 =+ 1.030 0,000 -0.518 0,001 436 0010 4.16 0.121
11 0.136 e 1.031 0.001 -0.520 0.002 438 0.017 4.17 0.139
12 0.181 i+ 1.031 0.001 -0.524 0,002 437 0093 421 0.105
13 0.238 i 1.030 0.000 -0.522 0.006 442 0023 429 0.133
14 0.454 + 1.031 0.000 -0.537 0.005 4,60 0.006 441 0.132
15 0,680 + 1,032 0.001 -0.552 0.006 477 0006 451 0,131
16 0.907 ny 1.033 0.001 -0.565 0.003 498 0.225 4.61 0,147

Fonte: Elaborada pelé autor.
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A prova para pesquisa de sacarose foi capaz de detectar concentragdes 10
vezes menores (0,045%) do que a concentracdo de aclicar necessaria para mascarar adicao de
5% de agua (0,45%), como demonstra a avaliacdo da aliquota 14 (Tabela 2).

Apesar disso, o teste possui alguns fatores que podem interferir nos
resultados. A prova deve ser realizada com rapidez, pois em poucos minutos € iniciada a
degradacao da lactose, o que pode gerar resultados falsos positivos (BRASIL, 2006). Por isso,
aconselha-se a utilizagdo de controles positivo e negativo. Além disso, a prova utiliza acido
cloridrico concentrado, que deve ser manipulado em capela de exaustdo de gases, o que torna
a prova inviavel para a utilizag@o na rotina da industria.

SILVEIRA et al. (2004) demonstraram que os resultados obtidos para a
quantificagdo de lactose pelo método de infravermelho ndo diferem dos obtidos pelos
métodos de referéncia. No presente estudo foi observado que os métodos de infravermelho e
ultrassom utilizados para a quantificagdo da lactose sdo influenciadospela adicdo de agticar
comercial.

A adicao de 0,1% de agucar eleva em média 0,06% na quantificacdo de
lactose pelo método do infravermelho e 0,04% no método de ultrassom. Pinto et al. (2008)
relataram haver diferenca significativa na avaliagdo da composi¢do do leite por meio de
ultrassom e por infravermelho, indicando que o método de ultrassompossui menor precisao.

O parametro legal para a lactose ¢ de no minimo 4,3% e consta no
Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal (BRASIL,
1997a). Essa informacao pode auxiliar na identificacdo de fraudes, ja que este ¢ o componente

que apresenta menor variagao no leite (SANTOS; FONSECA, 2007).

Amilaceos

Conforme esperado, a adicdo de amildceos nao promoveu alteragdes na
crioscopia (Tabela 3), j4 que essas substincias ndo se encontram em solugdo perfeita no leite
e, portanto, ndo interferem no ponto de congelamento (SANTOS; FONSECA, 2007). Dessa
forma, divergéncias apresentadas entre os resultados da prova de densidade e da crioscopia
ainda sao os melhores indicativos desse tipo de fraude, que pode ser confirmada pela prova
especifica. A prova para a pesquisa de amido foi capaz de detectar concentracdes de até
0,009% de farinha de trigo ou amido de milho, além de apresentar simples execug¢do e baixo

custo.
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Tabela 3 —Detec¢ao de amido, médias (n=3) e desvio padrao (DP) para densidade, crioscopia
de leite adicionado de diferentes concentracdes de amido de milho e farinha de
trigo, com e sem adi¢ao de 5% de agua.

. Amido de milho Farinha de trigo
iy —. Amilaceo Pes?ulsa Densidade (.‘riooscopia Densidade Cl'ionscopia
©) . (@ml) CH) (g/mL) CH)
média DP média DP média DP média DP

Controle 0 - 1.032 0.001 -0.537 0,002 1,032 0.001 -0.535 0.002
1 0.010 + 1.033 0.000 -0.534 0.002 1.032 0.001 -0.534 0.004
2 0.025 + 1.032 0.001 -0.535 0.001 1.032 0.001 -0.534 0.003
3 0.050 + 1.033 0.000 -0.535 0.002 1.032 0.001 -0.533 0.002
4 0.075 + 1,033 0.000 -0.535 0,002 1.032 0.001 -0.534 0.003
5 0,100 + 1,032 0.002 -0.537 0,002 1.032 0.001 -0.534 0,002
6 0,500 + 1,034 0,001 -0.536 0.002 1.033 0.001 -0.535 0.002
7 1.000 + 1.036 0.001 -0.537 0,002 1.034 0.001 -0.537 0.003
8 2.500 + 1.039 0.001 -0.538 0,003 1,037 0.001 -0,540 0,002

Apos adicao de 5% de agua

Controle 0 - 1.030 0.001 -0.508 0.002 1.030 0.001 -0.507 0.002
9 0.009 i 1,030 0.000 -0.507 0,003 1.029 0.000 -0.508 0.002
10 0,023 + 1,030 0.000 -0.507 0,002 1.029 0.000 -0.507 0,001
11 0.045 + 1,030 0,000 -0.507 0.001 1.029 0.000 -0.507 0.002
12 0.068 = 1,030 0,000 -0.507 0,002 1.029 0.000 -0.520 0,024
13 0.001 + 1.031 0.001 -0.509 0.001 1.029 0.001 -0.507 0.002
14 0.454 + 1.032 0.001 -0.510 0.000 1.030 0.002 -0.514 0.009
15 0.907 + 1.033 0.001 -0.509 0.001 1.031 0.001 -0.510 0.002
16 2.268 + 1.035 0.003 -0.510 0.002 1.033 0.002 -0.513 0.002

Fonte: Elaborada pelo autor.

A adig@o dos trés tipos de reconstituintes avaliados ndo apresentou efeito
significativo sobre a acidez Dornic do leite, ao contrario da adicdo de agua, que, por
apresentar pH superior ao do leite, reduziu a acidez média, obtida de todos os controles
negativos (n=9), de 16,03°D para 15,19°D nos controles negativos ap6s a adi¢do de 5% agua
(n=9).

Embora a fraude por adicdo de agua seja bastante frequente, geralmente
utiliza-se apenas a crioscopia e¢ a densidade para sua identificacdo. A legislacao brasileira
(BRASIL, 2011) incluiu recentemente um segundo parametro para a crioscopia de -0,550°H
que serve como indicativo de fraudes por adi¢ao de reconstituintes, que tendem a aprofundar a
crioscopia.

Observou-se que a avaliacdo do leite apenas pelas provas de crioscopia e
densidade ndo foi suficiente para a detec¢do de fraude, nas aliquotas 12 a 14 adicionadas de
sal e agua (Tabelas 1) e na aliquota 14 adicionada de agticar e 4gua (Tabela 2).

Os resultados obtidos demonstram que as provas especificas para a pesquisa
de cloretos, sacarose e amido avaliadas sdo capazes de detectar a adigdo destes reconstituintes
em concentragdes menores que as necessarias para mascarar fraudes por 5% de agua.

Fraudes bem formuladas que combinam adi¢do de dgua e de reconstituintes

como o sal e o agucar podem fornecer resultados normais para a crioscopia e densidade,
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existindo inclusive formulas para fraudar o leite, como as identificadas pela Operacao Ouro
Branco da Policia Federal (G1, 2007; SPIGLIATTI, 2007). Deste modo, faz-se necessario que
o controle de qualidade do leite seja realizado de forma mais abrangente, incluindo a pesquisa
dos reconstituintes ndo sé no leite cru como também nos leites tratados termicamente pela
pasteurizagdo ou tratamento UHT, para os quais a obrigatoriedade da pesquisa de
reconstituintes ndo existe (BRASIL, 1997b; 2011), pressupondo que se trata de uma fraude

cometida apenas por produtores.
4.6 CONCLUSOES

As andlises de crioscopia e densidade realizadas na rotina da avalia¢do da
qualidade do leite ndo sdo suficientes para identificar a adicdo experimental de agua e
reconstituintes.

As provas especificas para a pesquisa de reconstituintes no leite avaliadas
neste estudo constituem ferramentas importantes na identificagdo de fraudes no leite,
apresentandoboa sensibilidade analitica e baixo custo, porém algumas dificuldades de
interpretacao.

O sal foi o reconstituinte com maior poder de alteragdo nos parametros de
densidade e crioscopia.

A adicdo de agua ao leite, independente da adicdo de reconstituintes, ¢

responsavel por uma redu¢@o na acidez Dornic.
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5 ARTIGO 3

AVALIACAO DA SENSIBILIDADE ANALITICA DAS PROVAS PARA PESQUISA DE
CONSERVANTES E NEUTRALIZANTES UTILIZANDO LEITE
EXPERIMENTALMENTE ADULTERADO

5.1 REsuMo: O objetivo desse trabalho foi avaliar a capacidade de detec¢do de conservantes e
neutralizantes no leite porprovas especificas,descritas pela legislagdo, e inespecificas baseadasna
inibigdo do crescimento microbiano,bem como avaliar a persisténcia desses residuos durante a
refrigeragdo do leite e as alteragdes microbioldgicas decorrentes da sua adigdo. No laboratdrio
foram adicionadasseparadamente ao leite cru diferentes concentragdes de formaldeido (0,0005;
0,005; 0,05; 0,01; 0,5 €0,1%), peroxido de hidrogénio, hipoclorito de sodio, cloro, detergente
alcalino clorado(0,05; 0,1 e 0,5) ou hidroxido de sédio (0,01; 0,025; 0,05 e 0,1%). Em seguida,
foram realizadas as provas especificas para a pesquisa de cada conservante e neutralizante, e
provas inespecificas de inibi¢do microbiana, além de contagem de aerdbios mesofilos em placas
Petrifilm™ AC antes e depois da adicdo dos conservantes e neutralizantes. As provas especificas
para a pesquisa de conservantes detectaram a presenga de formaldeido (0,005%), peroxido de
hidrogénio (0,1%) e hipoclorito (0,5%). No entanto, ap6s 24 horas de sua adi¢do ndo se detectou
hipoclorito ou peréxido. A prova para a pesquisa de neutralizantes detectou a presenga de
hidréxido de sodio (0,1%), inclusive apos 48 horas. No entanto, a acidificacdo do leite impede sua
deteccdo.As provas inespecificas de inibi¢ao do crescimento microbiano detectaram a presenga de
formaldeido, peroxido de hidrogénio, hipoclorito de sddio e hidroxido de sddio, sendo a prova da
cultura do 1ogurte a que apresentou resultados mais proximos aos das provas
especificas.Alteracdes significativas nas contagens de aerdbios mesofilos no leite cru foram
observadas apds a adicdo de formaldeido, perdxido de hidrogénio, hipoclorito de sédio. O
hidroxido de sodio reduziu significativamente as contagens apenas ap6s 48 horas da sua adigao.

Palavras chave: Sanificantes. Detergente. Inibicdo. Microbiota. Residuos.

5.2 ABSTRACT: The aim of this study was to evaluate the detection ability of neutralizers of
preservatives substances in milk by specific tests, described by the law, and nonspecific tests
based on microbial inhibition, as well as evaluate the persistence of these residues during
refrigeration of milk and microbiological changes resulting from its addition. In the laboratory
different concentrations of formaldehyde (0.0005; 0.005; 0.05; 0.01; 0.5 e 0.1%), hydrogen
peroxide, sodium hypochlorite, chlorine, chlorinated alkaline detergent (0.05, 0.1 and 0.5 ) or
sodium hydroxide (0.01, 0.025, 0.05 and 0.1%) were separately added to raw milk. Then, specific
and nonspecific microbial inhibition tests were performed for the detection of each preservative
and neutralizer substance added, along with mesophilic aerobic count Petrifilm™ AC plates
before and after addition of preservatives and neutralizers. Specific tests detected the presence of
formaldehyde (0.005%), hydrogen peroxide (0.1%) and hypochlorite (0.5%). However, after 24
hours of its addition hypochlorite and peroxide were not detected. Test for neutralizers detected
the presence of sodium hydroxide (0.1%), even after 48 hours. However, acidification of milk
prevents its detection. Nonspecific microbial inhibition tests detected formaldehyde, hydrogen
peroxide, sodium hypochlorite and sodium hydroxide, and the test of yoghurt culture presented
results similar to the specific tests. Significant changes in aerobic mesophilic counts in raw milk
were observed after the addition of formaldehyde, hydrogen peroxide, sodium hypochlorite.
Sodium hydroxide alone significantly reduced counts after 48 hours of its addition.

Keywords: Sanitizers. Detergents. Inhibition. Biota. Residues.
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5.3 INTRODUCAO

O Programa Nacional de Melhoria da Qualidade do Leite foi criado em
1998 com o objetivo de aumentar a competitividade do setor de leite e derivados no Brasil
(BRASIL, 1998). Entre as metas do programa estd a redugcdo na contagem bacteriana total
(CBT) no leite cru, estabelecida pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) a partir de 2002, por meio de parametros microbioldgicos progressivamente mais
rigidos (BRASIL, 2002; 2011).

Para as regides sul e sudeste, a CBT no leite cru que antes de 2002 nao
possuia parametro, atualmente pode atingir no maximo 600 mil UFC/ml, nimero que sera
reduzido para 300 mil UFC/ml em julho de 2014 e para 100 mil UFC/ml em julho de 2016
(BRASIL, 2011). Apesar da melhoria da qualidade microbiologica do leite, diversos
pesquisadores demonstram que o leite cru produzido no Brasil continua apresentando
classificagdo insatisfatoria (BELOTI et al., 2012; MARTINS et al., 2008; ROSA; QUEIROZ,
2007; SILVA et al., 2011; MATTOS et al., 2010).

Produtores que ndo atingem os pardmetros determinados pela legislacao
devem ter o leite recusado pelo laticinio (BRASIL, 2011). Praticas fraudulentas sao utilizadas
na tentativa de mascarar a ma qualidade microbiologica do leite e suas decorrentes alteragdes
fisico-quimicas. Essas fraudes envolvem a adi¢do de conservantes como peroxido de
hidrogénio, formaldeido, cloro, hipoclorito ou neutralizantes como o hidréxido de sodio
(TRONCO, 2008).

A Instrugdo Normativa 62 determina a pesquisa de neutralizantes, e
inibidores do crescimento microbiano apenas no leite cru (BRASIL, 2011), o que pressupde
que estas adulteracdes sejam realizadas apenas por produtores de leite e que a industria realiza
o controle adequado da matéria prima. No entanto, no ano de 2007, foi identificado um
esquema de adulteracao de leite UHT no estado de Minas Gerais, que envolvia a adi¢ao de
uma solugdo composta de conservantes, neutralizantes e reconstituintes, além de soro e dgua
(G1, 2007; SPIGLIATTI, 2007), uma fraude sofisticada, ndo detectada pelas provas de rotina
e atribuida as industrias. Esse fato ilustra a importancia do controle ndo s6 na matéria-prima,
mas também no produto final. Essas substancias sdo frequentemente detectadas no leite fluido
por diferentes pesquisadores (FIRMINO et al., 2010; FREITAS FILHO et al., 2009; ROSA
CAMPOS et al., 2011; SILVA et al., 2011; SOUSA et al., 2011; SOUZA et al., 2011).
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A adi¢ao de neutralizantes e inibidores do crescimento microbiano além de
proibida pela legislacao (BRASIL, 2011), pode trazer risco a saude do consumidor (ANVISA,
2007; EPA, 2000; NCI, 2011) e comprometer sua confianca no produto.

Apesar de determinar redu¢do na acidez Dornic, a adi¢ao de neutralizantes
nem sempre ¢ identificada por essa andlise, j4 que em quantidades equilibradas de
neutralizantes e acido latico a acidez resultante poderd ser normal (MILAGRES, 2008).A
legislacdo descreve diferentes provas especificas destinadas a pesquisa de substancias
conservantes e neutralizantes (BRASIL, 2006). No entanto, a pesquisa diaria dos diferentes
tipos de fraudes passiveis de ocorrerem no leite pode ser invidvel para a industria, devido ao
numero de provas e a dificuldade apresentada para realizagdao de algumas delas.

Para a deteccdo de conservantes, existe a alternativa de utilizar provas
inespecificas que se baseiam na inibicdo de culturas especificas de micro-organismos. Na
lactofermentacdo observa-se a inibi¢do das bactérias naturalmente presentes no leite cru. Na
prova do iogurte avalia-se a inibicdo de culturas especificas: Lactobacillus bulgaricus e
Lactococcus thermophilus e, no Kit Charm® Cow Side II test a inibicdo de culturas de
Bacillus stearothermophilus. Essas provas apresentam baixo custo e apresentam a vantagem
de detectar simultaneamente residuos de antibioticos (BEHMER, 1999; CHARM
SCIENCES®, 2011; TRONCO, 2008)

O objetivo deste estudofoi avaliar a sensibilidade analitica das provas
especificas e inespecificas para a pesquisa dos conservantes e neutralizantes da acidez
adicionados experimentalmente ao leite,a persisténcia desses residuos em leite refrigerado

durante 48 horas e as consequentes alteracdes microbiologicas.

5.4 MATERIAL E METODOS

A avaliagdo da sensibilidade analitica das provas para a pesquisa de
conservantes e neutralizantes foi realizadaem trés repeticdes independentes, sendo realizadas
analises em triplicata para cada repeti¢do. Para cada repeticdo, aproximadamente 6 litros leite
cru refrigerado, isento de substancias estranhas e¢ dentro dos parametros exigidos pela
legislacao (BRASIL, 2011), foram homogeneizados e divididos em 19 aliquotas de 300 mL,
em frascos de vidro esterilizados. Em 18 aliquotas foram adicionadas, em separado,uma entre
trés diferentes concentracdes de cada substincia avaliada, conforme descrito no quadro 1.

Uma aliquota foi destinada ao controle negativo. As concentragdes utilizadas no estudo
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(Quadro 1) foram selecionadas tendo como base concentragdes empregadas em fraudes,

descritas pela literatura (ANVISA, 2007).

Quadro 1 — Substancias e concentracdes utilizadas para avaliacdo da sensibilidade analitica
de provas para pesquisa de conservantes e neutralizantes em leite cru

Substancia avaliada Concentra¢des
Formaldeido P.A. 0.0005: 0.005; 0,05: 0.01: 0.5 0.1%
Solugédo de perdxido de hidrogénio 3% 0.05: 0.1 ¢ 0.5%
Solugdo de Hipoclorito de Sédio 2.0 a 2,5% 0.05: 0.1 e 0.5%
Solugéo de cloro a 750 ppm 0.05:0.1 ¢ 0.5%
Solugédo de detergente alcalino clorado 0.05: 0.1 e 0.5%
Hidréxido de sddio (em escamas 0.01: 0,025 ¢ 0.05%

Fonte: Elaborado pelo autor

Provas especificas

As aliquotas preparadas e o controle negativoforam submetidos, conforme a
substancia adicionada, apesquisa de formaldeido, perdxido de hidrogénio (método do
guaiacol), cloro, hipoclorito ou neutralizantes da acidez pelos métodos A do acido Rosdlico e
B da fenolftaleina, conforme descrito pela Instrucdo Normativa 68 (BRASIL, 2006). Para a
pesquisa de formaldeido, além das concentracdes descritas no quadro lavaliou-se
concentracgoes adicionais de 0,01; 0,005 ¢ 0,0005%.

Foram realizadas adicionalmente as provas de acidez Dornic e estabilidade

ao alizarol 72% v/v para todas as substancias avaliadas.
Provas inespecificas

As aliquotas adicionadas de conservantes ou neutralizantes foram
avaliadaspor trés métodos de inibi¢do microbiana: a lactofermentacgdo, a prova da cultura de
1ogurte e o Kit Charm® Cow Side II test (Charm Sciences, Inc.).

a) Prova da Lactofermentagdo

Em tubos de rosca esterilizados foram pipetados 10 mL de cada aliquota. Os

tubos foram incubados a 36+1°C por 24 horas. A auséncia de formagdo de coagulo foi
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interpretada como reagdo positiva para a presenga de inibidores, e a formacao de coagulo foi

interpretada como negativa (BEHMER, 1999; com modificacdes).

b) Prova da Cultura de logurte

Em tubos de rosca estéreis foram distribuidos 10 mL das aliquotas. Os
tubos foram aquecidos em banho-maria a 80°C por 5 minutos e, em seguida, resfriados a 45°C
eadicionados de 1 mL da solugdo de trabalho, composta pela cultura recém preparada de
Lactobacillus bulgaricus e Lactococcus thermophilus ¢ do indicador de pH purpura de
bromocresol. Os tubos foram incubados a 45+1°C por duas horas. Os resultados foram
interpretados com base na alteracdo de cor do indicador de pH: amostras amarelo-esverdeadas
foram consideradas negativas e amostras com coloracao inalterada, roxa, foram positivas para

inibi¢do microbiana (TRONCO, 2008).

¢) Kit Charm® CowSide II test (Charm Sciences, Inc.)

Nos frascos contendo a cultura de Bacillus stearothermophilus foram
transferidos 100 pl. de cada aliquota e, em seguida, incubados em banho-maria a 64+2°C,
conforme instrucoes do fabricante. A leitura foi realizada visualmente, observando-se a
coloracdo final dos frascos, que quando inalterada (roxa) foi classificada como positiva para a
presenga de inibidores e quando alterada (amarelo-esverdeado) como negativa.

O efeito inibidor de conservantes e neutralizantes sobre a microbiota do leite
cru e a persisténcia dos residuos durante refrigeracdofoi avaliado em trés repeticdes
independentes. Para cada repeticdo, trés litros de leite cru refrigerado foram homogeneizados
e divididos em sete aliquotas de 400 mL de leite, em frascos de vidro esterilizados. Destas,
seis aliquotas foram adicionadas separadamente de uma das substiancias descritas em
concentragdes diferentes, demonstradas no quadro 2. Uma aliquota de leite foi utilizadacomo

controle negativo.
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Quadro 2 — Substancias e concentracdes utilizadas para avaliar o efeito inibitério sobre a
microbiota de aerdbios mesofilos em leite cru e persisténcia dos residuos durante
48 horas de refrigeracao.

Substancia avaliada Concentracdo
Formaldeido P.A. 0.05%
Solucdo de peroxido de hidrogénio 3% 0.1%
Solucdo de Hipoclorito de Sédio 2.0 a 2.5% (comercial) 0.5%
Solucdo de cloro a 750 ppm 0.5%
Solugdo de detergente alealino clorado 0.5%
Hidroxido de sodio (em escamas — comercial) 0.1%

Fonte: Elaborado pelo autor

As aliquotas adicionadas das substancias conservantes ou neutralizantes € o
controle negativo foram submetidas a contagem de aerdbios mesofilos apds 24 e 48 horas de
refrigeracdo, em placas Petrifilm™ AC (3M, St. Paul, MN, United States of America),
conforme instrugdes do fabricante.

Uma fragdo de cada uma das aliquotas foi utilizada para pesquisa
deconservantes ou neutralizantes, para avaliar a persisténcia dessas substancias, em trés
periodos diferentes: logo apos sua adicdo ao leite, 24 e 48 horas apods a refrigeragcdo. De
acordo com a substancia adicionada, foi realizadaa pesquisa de formaldeido, peroxido de
hidrogénio (método do guaiacol), cloro e hipoclorito ou neutralizantes (métodos A ¢ B)
(BRASIL, 2006). Durante o experimento os frascos foram mantidos fechados na geladeira em
temperatura de 7+1°C.

A interferéncia da acidificacdo do leite na deteccdo de neutralizantesfoi
realizada em outro experimento, com trés repeticdes independentes. Para cada repeticdo 1,8
litros de leite pasteurizado foram homogeneizados e divididos em seis aliquotas de 300 mL.
Cinco aliquotas foram adicionadas separadamente de diferentes concentracdes de hidroxido
de sodio (0,05;

0,1; 0,25; 0,5 e 1%) e uma aliquota foi destinada ao controle negativo. As
aliquotas assim preparadasforam avaliadas para acidez Dornic, estabilidade ao alizarol 72%
v/v (BRASIL, 2006) e aferi¢ao do pH (HI 8424, Hanna®), além da pesquisa de neutralizantes
pelo método B da fenolftaleina (BRASIL, 2006), realizada em triplicada para cada aliquota.

Para simular a acidificagdo do leite promovida pelo metabolismo
microbiano, apos a avaliagdo inicial, 100 mL de cada aliquotafoi adicionados de 5 gotas de
fenolftaleina e titulados com acido latico P.A. até o desaparecimento da coloragdo rosea, de

forma que a concentracdo final de acido latico adicionado permanecesse em equilibrio com as
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concentragdes de hidroxido de sédio previamente adicionadas. Apos esse procedimento, as

aliquotas foram reavaliadas.

Analise dos dados

A andlise estatistica dos dados foi realizada com o programa Microsoft

Excel® 2010. Para a realizacdo do teste "T" os valores foram convertidos para log.

5.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre as concentracdes de conservantes e neutralizantes avaliadas pelas
provas especificas descritas pela legislacdo (BRASIL, 2006), as minimas detectadas para cada
substancia foram de: 0,005% para o formaldeido; 0,1% para o peroxido de hidrogénio; 0,5%
para o hipoclorito de sodio e 0,1% para o hidroxido de sodio. A adicdo da solucdo de cloro a
750ppm e do detergente alcalino clorado ndo foi identificada, nas concentracdes avaliadas,
por nenhuma das provas estudadas.

A prova que apresentou maior sensibilidade foi a da pesquisa de
formaldeido, o que ¢ desejavel, uma vez que essa substancia possui efeito inibidor do
crescimento de microorganismos mesmo em baixas concentracdes. Apesar disso, trata-se de
uma prova extremamente laboriosa, na qual se realiza um processo de destila¢do, que leva em
média 1 hora para realizagdo de cada amostra.

O formaldeido foi também detectado nas trés concentragdes avaliadas pelas
provas de inibicdo microbiana (Tabela 1) e causou reducdo significativa (p<0,05) nas
contagens de aerdbios mesofilos no leite cru (Tabela 2). De fato, essa foi a substdncia com

maior poder inibitorio entre as testadas (Tabela 2).
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Tabela 1 —Capacidade de detec¢ao de conservantes e neutralizantes em leite pelas provas de
cultura de iogurte (CI), lactofermentacdo (LF), Charm® CowSide II Test (CT) e
das provas indicadas pela legislagao (LG)

T I
S;f’:{:zf: Come.” o 1F €T LG'  Método de Detecqao®
dvallls i}
0.0s + + + =+
Formaldeido 0.1 . R Pesquisa de formaldeido
0s 4 A 4 &
£ i 0.05 - - - - . ;o
Peroxido de 01 o . Pesquisa de perdxido de
hidrogénio 0';‘ WG i hidrogénio método B
; . 0.05 - - - - .
Hipoclorito de 0.1 Pesquisa de cloro ¢
sodio 0' < % i hipoclorito
e WDE = o= = @ :
Solugdo de 750 01 Pesquisa de cloro e
ppm de cloro 0' P T ) ) hipoclorito
—— 0os - - - - Pesquisa de cloro.
110'11?1 :;"’1 ?:1'?1 il 0.1 - - - - hipoclorito e Neutralizantes
e = 0.5 - - - - métodos A eB
Hidréxido de {?6035 : T ) Pesquisa de neutralizantes
sodio 0.05 = C R ) métodos Ae B

Concentragio; > Conforme a Instru¢io Normativa 68 (BRASIL, 2006)
Fonte: Elaborada pelo autor

Tabela 2 —Efeito inibidor do crescimento de aerobios mesédfilos nas contagens médias (n=3)
promovido por substincias conservantes e neutralizantes em leite cru, realizadas
com 24 ¢ 48 horas de refrigeragao.

Tratamento E'mlac. T34.(log~ Reﬁ. Tag (log Rc_c.l_:
Yo UFC/mL) S UFC/mL) il

Controle negativo - 719" - T.67 -
Formaldeido 0.05%  412° 42,74 3.94° 48,56
Perdxido de hidrogénio 0.1% 6,18° 13.97 727" 5.19
Hipoclorito de sodio 0.5% 5.84° 18.69 7.01° 8.57
Solugdo de Cloro 0.5% 7.09" 1.40 7.74" -0.94
Detergente alealino clorade  0.5% 6.95" 3.33 7.62° 0.62
Hidréxido de sodio 0.1% 7,117 1.06 7,23 5.75

Valores seguidos pela mesma letra na mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste T ao nivel de 5% de
probabilidade.
Fonte: Elaboragdo do autor

Na avaliagdo da persisténcia dos residuos de formaldeido durante a
refrigeracdo, sua presenca foi detectada apos 48 horas na concentracdao de 0,05% (Tabela 3).
A adicao de concentragdes de 0,05; 0,1 e 0,5% de formaldeido promoveram aumento
significativo (p<0,05) na acidez Dornic, de 17°D no controle negativo, para respectivamente

20°D, 21°D e 28°D.
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Tabela 3 —Detec¢do de conservantes e neutralizantes no leite cru avaliada em trés periodos,
logo apos adicdo ao leite (Ty), apds 24 horas (Ta4) € apOs 48 horas (Tsg) de
refrigeracdo.

Substancia

: cl (%) To Tas Tag Método de deteccio’
avaliada : 3

Pesquisa de

Formaldeido 0,05% + + + : :
formaldeido
Peroxido de 0.1% A Pesquisa de peréxudo de
& Y- v o e I .
hidrogénio hidrogénio método B

Hipoclorito de Pesquisa de cloro

s6dio : ¢ hipoclornito
Solugéo de 0.5, Pesquisa de cloro
- e b - - - : i
Cloro ¢ hipoclorito
P Pesquisa de cloro. hipoclorito
leals "1 d 0.5% - - - ¢ neutralizantes métodos A e
alealino clorado
B
Hidréxido de 0.1% 4 oap A Pesquisa de neutralizantes
R Ao ;
sodio metodos A e B

Concentrac¢do; Conforme descrito na Instrucdo Normativa 68 (BRASIL, 2006)
Fonte: Elaboragdo do autor

A deteccao da adicao fraudulenta de formaldeido ¢ de extrema importancia,
visto que se trata de uma substancia carcinogénica mesmo em baixas concentragdes,
implicando em alto risco a saude do consumidor (NCI, 2011). A inclusdo de formaldeido em
formulas de produtos saneantes foi proibida pela legislacio (ANVISA, 2008), reduzindo
assim a possibilidade de ocorréncia dessa fraude.

Quanto a pesquisa de perdxido de hidrogénio, a concentragcdo de 0,05%,
compativel com as quantidades utilizadas na conservacao do leite (ANVISA, 2007; SAHA et
al., 2003), ndo foi detectada por nenhuma das provas estudadas. Além disso, a pesquisa de
perdxido de hidrogénio, nesse estudo, foi realizada num intervalo maximo de 30 minutos apos
a adicdo ao leite. Na avaliacdo da persisténcia desses residuos no leite durante a refrigeragao
(Tabela 3), a concentragdo de 0,1% nao foi detectada apos 24 horas de refrigeracao.

Isso indica que o peroxido de hidrogénio ¢ degradado rapidamente apods
promover a eliminacdo de micro-organismos. Deste modo, essa fraude dificilmente serd
detectada pela industria ou pela fiscalizacdo e, caso seja detectada, pode significar que as
quantidades adicionadas ao leite foram muito altas. O perdxido de hidrogénio ¢ considerado
adequado para utilizacdo em alimentos pois resulta em residuos in6cuos: agua e oxigénio. No

entanto, em concentragdes superiores a 3% pode causar efeitos adversos a satde do
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consumidor (ANVISA, 2007) e, no Brasil, sua adicdo ndo ¢ permitida no leite (BRASIL,
2011).

Residuos de cloro e detergente alcalino clorado ndo foram detectados pelas
provas especificas nem pelas provas que avaliam a inibi¢do do crescimento microbiano
(Tabela 1). Os resultados concordam com os resultados obtidos para as contagens de aerdbios
mesofilos no leite cru, que também nado sofreram influéncia da adicdo dessas substancias
(p>0,05) (Tabela 2) e, além disso, podem estar relacionados a maior tolerancia que as culturas
de iogurte apresentam frente aos compostos clorados, quando comparados com outras
substancias desinfetantes (TAMIME, 2002).

Apesar de serem classificados como agentes com amplo espectro de
atividade antimicrobiana, os compostos clorados sdo bastante suscetiveis a inativagdo pela
matéria organica (CORDS: DYCHDALA; RICHTER, 2001), o que ocorre quando entram em
contato ou sdo deliberadamente adicionados ao leite . Essa caracteristica pode explicar a
dificuldade na sua detec¢ao pelo método especifico estudado , que identifica a formacao do
iodo livre a partir do iodeto de potéssio, pela acdo do cloro livre ou hipoclorito (BRASIL,
2006).

O hipoclorito de so6dio na concentragao de 0,5% detectada pela prova
especifica (BRASIL, 2006) e pela prova da cultura de iogurte (Tabela 1), permaneceu no leite
e pode ser detectado apds 24 horas da sua adicdo, mas ndo depois de 48 horas (Tabela 3). A
mesma concentracdo foi capaz de promover reducdes significativas (p<0,05) nas contagens de
microorganismos aerdbios mesofilos no leite cru (Tabela 2).

A adicao de cloro e hipoclorito ao leite pode ser considerada uma fraude
comum, ja que devido ao seu baixo custo e amplo espectro de agdo sdo frequentemente
empregados na higienizacdo de equipamentos de ordenha e laticinios (CORDS:
DYCHDALA; RICHTER, 2001; TRONCO, 2008). Sua adi¢do intencional ao leite pode
representar risco a saude do consumidor (EPA, 2000).

A adicao de hidroxido de sodio nas concentracdes de 0,01; 0,025 ¢ 0,05%
alterou (p<0,05) as médias obtidas para acidez Dornic de 17°D no controle negativo para
16°D, 13°D e 10°D, respectivamente. Concentragdes de 0,025 e de 0,05% de hidréxido de
sodio também resultaram em alizarol alcalino.

Contudo, a presenga de hidroxido de s6dio somente foi confirmada pelas
provas especificas para a pesquisa de neutralizantes, métodos A e B (BRASIL, 2006), a partir
de 0,1%, concentracdes maiores que aquelas relatadas em fraudes, proximas a 0,02%

(ANVISA, 2007). Essa concentragao foi detectada apos 48 horas de refrigeragdo, indicando
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sua persisténcia no leite (Tabela 3), embora ndo tenha causado alteragdo significativa nas
contagens de aerobios mesofilos nas 24 apods sua adi¢do e apenas pequena redug¢dao nas
contagens tenha sido observada apds 48 horas (Tabela 2).

No entanto, o objetivo da fraude por adi¢do de hidréxido de sédio ao leite
ndo ¢ o de reduzir a contaminacdo microbiana, mas mascarar seus efeitos no aumento da
acidez Dornic (TRONCO, 2008). O método de determinagdo da acidez Dornic no leite ndo
detecta a concentragdo real de acido latico, e sim a acidez titulavel, que pode ser adulterada
pela adi¢do neutralizantes de acidez como o hidroxido de sédio e o bicarbonato de sddio,
principio empregado nessas fraudes (MILAGRES, 2008).

Na prova da cultura de iogurte concentragdes de 0,025 e de 0,05% de
hidroxido de sddio foram detectadas, porém o resultado observado ndo foi necessariamente
devido a inibi¢do microbiana, podendo ter sido causado pelo aumento do pH, observado na
prova de acidez Dornic, determinante na colorac¢do final da prova e também observado no
alizarol. De qualquer forma, os testes indicariam que a amostra apresenta uma alteracao.

A presenca de detergente alcalino clorado ndo foi detectada por nenhuma
das provas estudadas ou para pesquisa de neutralizantes pelos métodos A e B.

Peréxido de hidrogénio, hipoclorito de sodio, cloro e detergente alcalino
clorado ndo apresentaram qualquer alteracdo na acidez Dornic (p>0,05). Em todas as
concentragdes de conservantes e neutralizantes estudadas o leite permaneceu estavel ao
alizarol 72% v/v. A Unica alteracdo observada nessa prova foi a alcalinizagdo promovida pelo
hidréxido de sodio.

O Kit Charm® CowSide II Test, recomendado para a detec¢do de
antibioticos em leite, detectou apenas a adi¢do de formaldeido, o que demonstra que esta
prova nao sofre interferéncia das demais substancias avaliadas por este estudo.

A tabela 4 apresenta os resultados obtidos na prova para a pesquisa de
neutralizantes da acidez apos a adi¢ao experimental de hidroxido de sodio em diferentes

concentragdes e apos a neutralizagdo do hidroxido de sdédio com acido latico.
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Tabela 4 —Interferéncia da acidificagao experimental do leite por acido latico apods a adigdo
de hidroxido de sodio na sensibilidade analitica da prova para a pesquisa de
neutralizantes' e altera¢des na acidez Dornic, alizarol 72% e pH.

NaOH Acido Pesquisa de pH Acidez Alizarol 72%
(%) Latico (mL) neutralizantes Dornic
0 0 - 6.78 16 estavel
0.05 0 - 7.83 i) estavel/ alcalino
0.10 0 + 9.84 SL estavel/ alealino
0.25 0 + 11.65 SL estavel’ alcalino
0.50 0 + 12.52 SL estavel alcalino
1.00 0 + 13.25 SL estavel’ alcalino
0 0 - 6.81 16 estavel
0.05 0.10 - .32 11.67 estavel/ alcalino
0.10 0.20 - T.51 0.67 estavel/ alcalino
0.25 0.83 - 7.22 15.00 estavel
0.50 1.20 - 7.24 16.33 mstavel alcalino
1.00 3.00 - 6.75 27.67 mstavel’ acido

SL - sem leitura, leite apresentou coloragdo rdsea persistente apenas com a adi¢io de fenolftaleina; 'Pesquisa de
neutralizantes da acidez pelo método B da fenolftaleina, conforme descrito pela Instru¢do Normativa 68
(BRASIL, 2006).

Fonte: Elaboracgdo do autor

A acidificagao experimental do leite, posterior a adigdo de hidroxido de
sodioimpossibilitou a detec¢do deste neutralizantepelo método descrito pela legislacdo para
sua pesquisa (BRASIL, 2006). A menor concentragcdo de hidroxido de sodio detectada antes
da acidificagdo foi 0,1% (Tabela 4). Apos a acidificacdo com &cido latico, o hidréxido de
sodio ndo pode ser detectado em nenhuma das concentracdes avaliadas, demonstrando que
quando neutralizado pelo 4acido latico, o hidroxido de sddio ndo ¢ detectado. Os resultados
obtidos na prova do alizarol e na acidez Dornic, por outro lado, foram bons indicativos dessa

adulteracgdo.

5.6 CONCLUSOES

As provas especificas para a pesquisa de conservantes detectaram a presenca
de formaldeido, peroxido de hidrogénio e hipoclorito. No entanto, ap6s 24 horas de sua adi¢ao
nao se detectou hipoclorito ou perdxido.A prova para a pesquisa de neutralizantes detectou a
presenca de hidroxido de sodio, inclusive apos 48 horas. No entanto, a acidificacdo do leite

impede sua detecgao.
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As provas inespecificas de inibicao do crescimento microbiano detectaram a
presenca de formaldeido, peréxido de hidrogénio, hipoclorito de sédio e hidroxido de sddio,
sendo que a prova da cultura do iogurte apresentou resultados semelhantes aos das provas
especificas.

Redugdes significativas nas contagens de aerdbios meso6filos no leite cru
foram observadas apos a adicdo de formaldeido, peroxido de hidrogénio, hipoclorito de sodio.
O hidroxido de sodio reduziu significativamente as contagens apenas apos 48 horas da sua
adicao.

Embora a prova para a pesquisa de peréxido de hidrogénio seja capaz de
identificar a adi¢do dessa substincia, sua deteccdo em amostras de leite pela induastria ou
orgaos fiscalizadores ¢ pouco provavel devido a rdpida degradacdo observada para essa
substancia.

A adicdo de solugdo de cloro e detergente alcalino clorado nao foi detectada

por nenhuma das provas avaliadas.
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6 CONCLUSOES

A maioria das amostras de leite pasteurizado produzido no Parana
apresentou irregularidades como adicdo de agua, desnate, presenga de reconstituintes da
densidade e residuos de antibioticos. A maioria da amostras apresentou qualidade
microbiologica satisfatoria.

As provas determinadas pela Instru¢do Normativa 62, de 2011, para o
controle de qualidade do leite pasteurizado sdo insuficientes para atestar sua integridade e
qualidade, uma vez que a avaliacdo do leite apenas por meio das andlises fisico-quimicas e
microbiologicas de rotina, nao ¢ suficiente para identificar fraudes por adicdo de agua,
reconstituintes, conservantes e neutralizantes.

As provas para a pesquisa especifica de reconstituintes apresentam boa
sensibilidade analitica, bem como a prova para pesquisa de formaldeido, embora a dificuldade
para realizagdo da tltima inviabilize sua realizacdo na rotina industrial. Entretanto, a deteccao
de peroxido de hidrogénio e de compostos clorados pode ser prejudicada pela rapida
degradacgdo e /ou inativagdo dessas substancias no leite, tornando dificil sua identificagdo pela
industria e por 6rgaos fiscalizadores.

A pesquisa de neutralizantes da acidez s6 indica a sua presenca se, apds a
neutralizacdo do acido latico, ainda restar substancia alcalina livre. A neutralizacao
equilibrada anula sua capacidade de detecgao.

Alegislagdo deveriaconsiderar a possibilidade de adulteracdes do leite
promovidas pela indtstria e introduzir a obrigatoriedade da pesquisa de substancias
adulterantes principalmente as que oferecem risco a saude também para o leite pasteurizado

no comércio.
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Resultados obtidos para cada uma das 100 amostras de leite pasteurizado avaliadas no artigo 1

Tabela 1 —Perfil enzimdtico, contagem padrdo em placas (CPP), contagem de coliformes
totais (CT) e Escherichia coli (EC), lactofermentacdo (LF) e pesquisa de
antibioticos (ATB) em 100 amostras de leite pasteurizado integral produzidas no

Parana entre outubro e novembro de 2012.

Pl 3 3
No. Peroxidase’ Fosfatase' {.[_E{]:];P ml) {IT(-;;{ mlL) {IT]%I{: mk) ATB? LT

1 positiva negativa 3.150 0 0 - digerido
2 positiva negatva 1.670 0 0 +  gelatinoso
3 positiva  negativa  $6.500 1 0 +  digerido
4 positiva negativa 670 0 ] = gelatmoso
5 positiva negativa 3.300 0 0 - gelatinoso
6 positiva negativa 22400 0 0 - liquido

7 positiva negativa 2290 0 0 + digerido
8 posifiva negativa 2110 0 0 - digerido
9 positiva negativa 14.800 0 0 +  gelatinoso
10 positiva negativa 14.100 4 0 + digerido
11  positiva  mnegativa  10.000 0 0 = digerido
12 posifiva negativa 25.500 0 1] 0 gelatinoso
13 positiva negativa 25.000 3 0 - gelatinoso
14 positiva negativa 5450 0 0 - digerido
15 positiva negativa 5.550 0 G - digerido
16 positiva negativa 10.300 s 0 - digerido
17 positiva negativa 2230 0 U] + digerido
18 posifiva negatva 4.200 3 a + digerido
19 positiva negativa 7.200 0 0 + digenido
20 positiva negativa 340 0 0 A liquido

21 positiva negativa 4400 0 0 - digerido
22 positiva negatva 5.300 0 (U] - liquido

23  positiva  negativa 4250 0 ] - gelatinoso
24 posifiva negativa 24 500 ! 1] 5 digerido
25  positiva  megativa 5.850 0 0 = digerido
2 positiva negativa 3.900 0 0 + digerido
27 positiva negativa 2600 0 0 - digerido
2 posifiva negativa 2650 0 0 + digerido
20 positiva negativa 5.300 0 0 - digerido
30 positiva negativa 26.300 0 0 + digerido

1 Instrugio Normativa n® 68 (BRASIL, 2006); > Instrugdo Normativa n° 62 (BRASIL, 2003); *Petrifilm™ EC

(3M, St. Paul, MN, EUA); * kit CowSide II test (Charm Sciences Inc)
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Tabela 1 —Perfil enzimético, contagem padrdo em placas (CPP), contagem de coliformes
totais (CT) e Escherichia coli (EC), lactofermentacdo (LF) e pesquisa de
antibioticos em 100 amostras de leite pasteurizado integral produzidas no Parana

entre outubro e novembro de 2012.

No. Peroxidase Fosfatase ([';:{?I:fnL] (LTE.-'I ml) ﬂ_f]éf mL) ATB LY
31 nesativa negativa  6.000 0 ’ 0 +  digenido
32 posifiva negativa 32.000 3 0 = digenido
33  postiva  negativa 27.900 0 0 = digerido
34 positiva negativa 6.100 0 0 s digenido
35  positiva  negativa 430 0 0 - digerido
36  positiva negativa 1.120 0 0 - digerido
37  posttiva  negativa 2.650 0 0 - digerido
38 posifiva negativa 2740 0 0 - gelatmoso
30  postiva  negativa 15.750 0 0 - digerido
40 positiva negativa 4 850 0 0 - digenido
41  postiiva  negaiva 3.050 0 o - digerido
42  positiva negativa 6.000 0 0 - digerido
43  posmtiva  npegativa 11.150 23 0 - digerido
44 positiva negativa 3.200 0 0 - liquido
45  posttiva  negativa 4 800 12 0 - digerido
46  posttiva negativa 72.000 490 10 - digerido
47  positiva  negativa 11.500 0 0 - digerido
48 positiva negativa 3000 0 0 - liquudo
40  positiva  negativa 5.000 0 0 - espomjoso
50 positiva negativa 1.500 0 (1] - gelatinoso
31  positiva  negativa 4200 1 0 - liquido
52 positiva negativa 5.100 0 0 - digerido
53  positiva  negativa 300 1 0 - digerido
>4 positiva negativa 920 0 0 - digenido
35  positiva  negaiiva 3.700 0 0 - digerido
56 positiva negativa 7.800 0 0 - digerido
57 positiva  negativa  70.300 3 0 - digerido
58  positiva negativa 40.000 11 0 - digerido
50  positiva  negativa 16.650 0 0 i digerido

1 Instrugdo Normativa n® 68 (BRASIL, 2006); * Instrugdo Normativa n® 62 (BRASIL, 2003); *Petrifilm™ EC

(3M, St. Paul, MN, EUA); * kit CowSide II test (Charm Sciences Inc)
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Continuagao:

Tabela 1 —Perfil enzimético, contagem padrdo em placas (CPP), contagem de coliformes
totais (CT) e Escherichia coli (EC), lactofermentacdo (LF) e pesquisa de
antibioticos em 100 amostras de leite pasteurizado integral produzidas no Parana
entre outubro e novembro de 2012.

~ - CPP T EC
No. Peroxidase Fosfatase (UFC/ml) (UFC/mL) (UFC/mlL) ATB LF

60  positiva negativa 8.600 1 0 - digendo
61 positiva negativa 1.700 22 0 - ESpONOsSO
62 positiva negativa 41.500 1 0 - digendo
83 positiva negativa  =230.000 0 0 - digenido
64  posina negativa 2.500 s 0 - digendo
65 positiva negativa 2.800 0 0 - gelatinoso
66  positiva negativa  165.000 338 41 + digerido
67 positiva negativa 3.000 0 0 - digenido
68  positiva negativa 9.150 0 0 - digenido
64 positiva negativa 6800 0 0 - digenido
70  posttiva negativa 3:150 0 0 - digenido
71 positiva negativa 5.200 0 i - digerido
72  positiva  negativa 18900 0 0 - gelatinoso
3 positiva negativa 5.500 4 0 - ESpONjosD
74 positiva negativa 3800 0 0 - digerido
75 positiva negativa 5450 0 0 - digenido
76  positiva  megativa 23300 4 0 5 liquido
77 positiva negativa 20 400 0 0 - digenido
78  positiva negativa 230 0 0 - digerido
79 positiva negativa 8.500 0 0 - gelatinoso
80  posttiva negativa 2.800 61 0 - digendo
81 positiva negativa 350 0 0 - digenido
82  positiva negativa 1.300 1 0 - digendo
83 positiva negativa 6.750 0 0 - ESpOOsD
84  posiina negativa 1.280 0 0 - liquido
83 positiva negativa 8.250 0 0 - digerido
86  posifiva negativa 4.150 0 0 - liquido
87 positiva negativa 52.500 1 0 - gelatinoso
88  positrva negativa 635 0 0 - digendo
80 positiva negativa 22,100 4 0 - digenido
00  positiva  negativa 7.850 0 0 = liquido
01  positiva npegativa  3.300 1 0 - digerido
o2 positiva negativa 4150 0 0 - digerido
83  positiva negativa 18.700 61 3 - esponjoso
a4 positiva negativa 2.370 0 0 - digerido
95  positiva  negativa 11.6900 0 0 - digerido
Qg positiva negativa 21.350 3 0 - digerido
97  positiva negativa 6.700 0 0 - digerido
o8 positiva negativa 13.600 1 0 - digerido
90  positiva  pegativa 18.200 0 0 - esponjoso
100  positiva negativa 51.500 0 0 - digerido

| Instrugdo Normativa n° 68 (BRASIL, 2006); > Instrugio Normativa n° 62 (BRASIL, 2003); *Petrifilm™ EC
(3M, St. Paul, MN, EUA); * kit CowSide II test (Charm Sciences Inc)
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Tabela 2 —Resultados das analises fisico-quimicas realizadas em 100 amostras de leite
pasteurizado integral produzidas no Parana entre outubro e novembro de 2012.

pH Bomi ) Ahza'?l% Cnnscn Densule

Solides  Solides Nio
I‘a ; Gaordurosos

No.

6.66 17
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Continuagao:

Tabela 2 —Resultados das analises fisico-quimicas realizadas em 100 amostras de leite
pasteurizado integral produzidas no Parana entre outubro e novembro de 2012.

Solidos  Sdlidos Nio

2l _Domic(p) AlZarl72% Crioscopia Demsidade Gordura  7,.:  Gordurosos
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Tabela 3 —Resultados da pesquisa de reconstituintes, crioscopia e densidade em 100 amostras
de leite pasteurizado integral produzidas no Parand entre outubro e novembro de
2012.

ia Densidade Amido Sacarose Cloretos Alcool etilico

2 -0.340 1,031 - - = -

4 0536 1.031 _ - ) -

6 -0.538 1.031 - = = &

8 -0.538 1,031 - - - -

10 -0.528 1.030 - - . =

12 0541 1.031 i + ; _

14 -0,536 1,032 - - - -

16 -0.336 1,032 - - = -

18 -0.539 1.031

20 -0.535 1,031 + = &

k3

-0.536 1.030 - = -

24 0540 1.031

26 -0.541 1,030

0539 1030

0,536 1.031

32 -0.540 1.030 - - 2 E

4 -0.542 1.030 + - -
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Tabela 3 —Resultados da pesquisa de reconstituintes, crioscopia e densidade em 100 amostras
de leite pasteurizado integral produzidas no Parané entre outubro e novembro de
2012.

No. Crioscopia Densidade Amide Sacarose Cloretos Alcool etilico

37 -0.536 1.029 - - - -

30 -0,530 1,031 - - - -

41 0524 1.030 - - - -

$ 0534 1.029 - - - -

45 -0.534 1,031 - - - -

47 -0,336 1.030 - - - -

49 -0.532 1.030 - - - -

51 -0.539 1,031 - - - -

53 -0.536 1,030 - - - -

33 -0,534 1.031 - - - -

57 -0.529 1,031 - - - -

2

-0.540 1,030 - - - -

61 -0,532 1.031 - - - -

63 -0.524 1.029 - - - -

&3 -0.530 1,030 - - - -

67 -0,543 1.031 - - - -

2

-0.541 1.031 - - - -
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Tabela 3 —Resultados da pesquisa de reconstituintes, crioscopia e densidade em 100 amostras

de leite pasteurizado integral produzidas no Parané entre outubro e novembro de
2012.

No. Crioscopia Densidade Amido Sacarose Cloretos ~ Alcool etilico

1 1'

-0.540 1.031
- 1,
82 -0.540 1.031

84 0541 1.031

86 -0.538 1,032 -

88 -0.541 1.031

-0.543 1.031

0537 1030

0543 1030

0,533 1.030

-0.542 1.031

100 -0,535 1,030
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Médias de resultados obtidos as amostras de leite pasteurizado adulterado em laboratdrio pela

adicdo de substancias reconstituintes (sal, a¢ucar, farinha de trigo e amido de milho),

Tabela 1 —Alteracoes

médias

referentes ao artigo 2

(n=3) observadas na densidade (D),
condutividade (Cd.) e acidez dornic do leite adicionado

crioscopia (C),

de

diferentes

concentragdes de cloreto de sddio (NaCl) comercial, com e sem adicao de 5% de
agua e pesquisa de cloretos.

Agua NaCl Pesquisa de D C Cd.  Acidez
(%) (%) cloretos fgml) (*H) (mS5s) (°DI)
0 0 - 10322 <0537 594 16.5
] 0,01 - 10323 -0543 612 16,3
0 0.025 - 10331 -0552 631 163
] 0.03 + 10325 -0.557 6.50 16.7
0 0.035 -t 10325 -0561 657 167
1] 0,04 - 10320 0564 664 167
0 0.045 + L0320 -0566 6.72 16,7
0 0.05 + 10331 -0570 6.62 16,3
0 0.075 = 10331 -D585 701 163
0 0.1 + 10334 0604 742 16,3
5 0 - L0301 0510 573 153
5 0023 - 10300 -0523 620 150
5 0027 - L0307 -0.526 628 157
5 0,032 + 10302  -0529 642 157
5 0.036 =+ 10302 0533 650 157
5 0,041 + 10305 -0535 657 15,7
5 0.045 -+ 10303 -0538 658 150
5 0.07 + 10303 -0555 692 150
5 0.00" : - LO306 -0571 736 150

*Concentragoes idénticas as adicionadas ao leite integro e recalculadas para a concentragdo final apos adig¢do
de 5% de agua.
Elaboragao do autor.

Fonte:
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Tabela 2 —Alteragdes médias (n=3) observadas na densidade (D), crioscopia (C),

condutividade (Cd.) e acidez dornic do leite adicionado de diferentes
concentragdes de acucar comercial, com e sem adicao de 5% de dgua, pesquisa de
sacarose (BRASIL, 1981) e influéncia da adicdo de actcar na quantificacdo da
lactose pelo método do Infravermelho (IV) e do Ultrassom (US).

.-"Lgun Acucar Pe'sg:]m D C Cd. Acidez Lactose Lactose
; i o s f P e
%) (6 oo (gml) CH (@Ss) (D) IV(%) US(%)

0 0 - 1.0320 -0538 584 16,2 444 438
0 0.05 + 1.0325 0543 5380 16.3 4.55 41390
0 0.10 + 1.0325 0546 580 16.3 458 441
0 0.15 i 1.0325 -0550 582 16.3 4.62 442
0 0.20 + 1.0325 0533 578 16.3 459 444
0 0.25 + 1.0326 -0552 504 157 467 453
0 0.50 + 1.0337 0570 5.89 16.0 483 470
0 0.75 + 1.0351 -0586 580 16.0 5.04 4.74
0 1.00 + 1.0368 0603 5386 16.3 523 401
3 0 - 1.0205 0500 577 15.3 431 416
3 0.07 + 1.0304 0514 563 15.3 431 415
5 0. 14" + 1.0304 -0518 5.66 153 436 4.16
5 EI:EI' + 1.0307 -0519 563 153 438 417
5 020" + 1.0307 -0522 564 153 437 41
5 036" + 1.0304 0522 578 153 442 420
5 0.71" + 1.0315 0537 575 15.3 4.60 441
5 1.67 + 1.0321 0552 572 15.3 477 451
3 143 + 1.0331 -0565 5.62 15.0 408 461

’_"Concenti-’agéé.s idénticas as adicionadas ao leite z’nte-gré e recalculadas para- a _coﬁcen-trag-d(; final apos adigdo
de 5% de agua.
Fonte: FElaborada pelo autor.



83

Tabela 3 —Alteragdes médias (n=3) observadas na densidade (D), crioscopia (C),
condutividade (Cd) e acidez dornic do leite adicionado de diferentes concentragdes
de amido de milho e farinha de trigo comercial, com e sem adi¢do de 5% de agua e
pesquisa de amido (BRASIL, 2006).

: - Farinha de frigo Amido de milho

"‘E,““ _-umintm f;;;‘ Dens. Criosc. Acidez Criosc. : g

(%) (%o) : 0 o/ml. ‘H ‘D Dens. ‘H Acidez "D
0 0 = 1.0317 -0.535 16,0 10317 -0537 16.7
] 0,01 + 1.0315 0534 150  1.0327 -0534 15.7
| 0.025 + 1.0321 -0.534 150 10324 -0535 153
| 0.05 < 10321 0533 153 10325 -03535 157
0 0.0735 + 1.0321 -0534 153 10325 -0535 15.7
] 0.10 + 1.0312 03534 160 10316 -0537 16.0
] 0.50 + 1.0327 0535 167  1.0339 0535 16.0
0 1.00 + 1.0336 -0.537 16,7 10357 -0537 157
0 250 + 1.0360 05340 163 1.0304 0538 16.7
5 0 - 10297 0507 152 1.0297 -0508 14.7
5 0.000" - 1.0203  -0.507 140 10295 -0.3507 14.7
5 0.023" + 1.0203 0506 140 10295 -0507 143
5 0.045 + 1.0203 0506 143 102906 -0507 14.7
5 0.068" + 1.0203 -0.506 143 1.0298 -0.507 147
5 0.09° + 10204  .507 153 10305 -0509 153
5 [I=45' + 1.0200 -0514 157 10316 -0510 153
5 001 + 1.0308 -0.510 150  1.0332 -0.509 153
5 2,2?‘ + 1.0320 0513 153 10351 -0510 157

*Concentragoes idénticas as adicionadas ao leite integro e recalculadas para a concentragdo final apos adig¢do
de 5% de agua.
Fonte: FElaborada pelo autor.



