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RESUMO

Leite pode ser definido como uma mistura homogénea de substancias como
lactose, proteinas, glicerideos, entre outros. Dentre os carboidratos, destaca-se a
lactose, i.e., dissacarideo composto por glicose e galactose, presente no leite bovino
em concentragao de 4,6 %. De acordo com a Resolugédo n° 135 da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), os produtos lacteos rotulados como “sem lactose”
devem conter teor de lactose igual ou menor que 1 mg.mL". Dessa forma, o objetivo
deste trabalho foi desenvolver e validar um método de quantificagdo do teor de lactose
por Ressonancia Magnética Nuclear (RMNQ). A validagdo do método desenvolvido
seguiu as normas previstas pela Resolugdo RDC n° 166 da ANVISA, e apresentou
excelente linearidade, demonstrada pelo valor de R > 0,990 e a homocedasticidade
dos resultados, bem como valores de precisdo, exatidao e robustez menores que 5 %,
além de valores de LD e LQ de 0,135 mg.mL* e 0,407 mg.mL, respectivamente,.
Sendo assim, o método pode ser utilizado como alternativa na quantificacdo de
lactose em leite principalmente devido ao tempo de andlise de apenas 36 min.
Atrelado ao consumo, o indice de ndo conformidades e possiveis adulteracoes do leite
e produtos lacteos, no Brasil, também é bastante expressivo, como divulgado no
Anuario dos Programas de Controle de Alimentos de Origem Animal do Departamento
de Inspecgao de Produtos de Origem Animal (DIPOA), esta em torno de 20 %. Dentre
as técnicas mais utilizadas para o estudo deste leite estdo o infravermelho, Raman,
ultravioleta e a RMN. No entanto, de acordo com uma vasta busca em bases de
pesquisa, poucos estudos envolvendo leite na RMN, Dessa forma, a realizagéo desse
estudo tem o objetivo de detectar a adulteragéo de leites comerciais UHT por RMN
no dominio do tempo (RMN-DT) e comparar os resultados com ensaios realizados
pelo MAPA. As andlises das adulteragdes de leite UHT com agua, amido, perdxido de
hidrogénio e hipoclorito de sddio apresentaram LD e LQ em torno de 3 % vive 10 %
vlv, respectivamente e, com hidroxido de soédio foi de 0,06 e 0,19 mg.mL",
respectivamente. Sendo assim, em uma Unica analise rapida (2 min) e nao destrutiva,
a DT-RMN foi capaz de detectar a adulteracado de leite com diversos adulterantes,
dispensando o laborioso trabalho de realizar diversos experimentos para diferentes
adulteragdes.

Palavras-chave: Leite, RMN, Lactose, Adulteracao



ABSTRACT

Milk can be defined as a homogeneous mixture of substances such as lactose,
proteins, glycerides, among others. Among carbohydrates, lactose stands out, i.e., a
disaccharide composed of glucose and galactose, present in bovine milk in a
concentration of 4.6 %. According to Resolution No. 135 of the National Health
Surveillance Agency (ANVISA), dairy products labeled as “lactose free” must contain
lactose content equal to or less than 1 mg.mL'. Thus, the objective of this work was
to develop and validate a method for quantifying the lactose content by Nuclear
Magnetic Resonance (NMR). The validation of the developed method followed the
norms foreseen by Resolution RDC n°® 166 of ANVISA, and presented excellent
linearity, demonstrated by the value of R> 0.990 and the homoscedasticity of the
results, as well as values of precision, accuracy and robustness less than 5%, besides
of LD and LQ values of 0.135 mg.mL-' and 0.407 mg.mL"", respectively. Therefore, the
method can be used as an alternative to quantify lactose in milk mainly due to the
analysis time of only 36 min. Linked to consumption, the index of non-conformities and
possible adulterations of milk and dairy products in Brazil is also quite expressive, as
disclosed in the Yearbook of Animal Control Programs of the Animal Products
Inspection Department (DIPOA ), is around 20 %. Among the most used techniques
for the study of this milk are infrared, Raman, ultraviolet and NMR. However, according
to a vast search in research bases, few studies involving milk on NMR. Thus, this study
has the objective of detecting the adulteration of commercial UHT milks by NMR in the
time domain (NMR-DT) and compare the results with tests performed by MAPA. The
analysis of UHT milk adulterations with water, starch, hydrogen peroxide and sodium
hypochlorite showed LD and LQ around 3 % v/v and 10 % v/v, respectively, and with
sodium hydroxide it was 0.06 and 0.19 mg.mL-", respectively. Thus, in a single rapid
(2 min) and non-destructive analysis, DT-NMR was able to detect the adulteration of
milk with different adulterants, eliminating the laborious task of carrying out different
experiments for different adulterations.

Keywords: Milk, NMR, Lactose, Adulteration
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1. INTRODUCAO

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), ao longo
de 2017 foram produzidos mais de 24 bilhdes de litros de leite cru ou resfriado em
todo o Brasil, o que ilustra a grande importancia deste produto para a economia
brasileira (IBGE, 2019). No mesmo ano, de acordo com a Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), em 2017, o consumo de leite no Brasil ao longo
de todo o ano foi cerca de 166 litros por habitante (EMBRAPA, 2018).

De acordo com o “United States Department of Agriculture”, o Brasil esta entre
0s maiores produtores de leite do mundo ocupando a sexta colocacao, atras apenas
da Unido Europeia, Estados Unidos, india, Russia e China, como apresentado na
Figura 0-1. Em 2018, a producédo de leite no Brasil alcancou aproximadamente 23
milhdes de toneladas, enquanto a Unido Europeia produziu cerca de 154 milhdes de
toneladas. Em relagcdo ao consumo, o Brasil se encontra na 52 colocagcdo com quase
10 milh&es de toneladas de leite consumidas, atras da india, Unido Europeia, Estados
Unidos e China (USDA, 2018).

(@) (b)

Outros
18%

Outros
28%

Unido
Europeia
30%

Brasil
5%

China
6%
Brasil
Russia Estados 5% Unigo
6% india Unidos China Europeia
16% 0 6% Estados 1%
Unidos

11%

Figura 0-1. Producéo (a) e consumo (b) de leite em milhdes de toneladas (USDA, 2018).

Atrelado ao alto consumo e producéo, o indice de ndo conformidades de leite
e produtos lacteos no Brasil &€ bastante expressivo, em torno de 20 % em ensaios
fisico-quimicos e microbiol6gicos, de acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuéria
e Abastecimento (MAPA). E importante ressaltar que em tais ensaios é detectada a

adicdo de substancias proibidas, tais como soro de leite, ureia, agucares, sais,
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conservantes, entre outros (MAPA, 2018). A partir disso € possivel observar, portanto,
a importancia da deteccdo de ndo conformidades do leite, visando atender a
legislacdo vigente que busca a qualidade do produto vendido para o consumidor final.

Devido ao alto consumo, ao longo dos anos o controle de qualidade de leite e
derivados tem sido alvo de diversos estudos na literatura, bem como a analise de sua
composicdo, em especial estudos envolvendo o teor de aclUcares no leite,
principalmente a lactose. Os estudos envolvendo esse dissacarideo aumentaram
cada vez mais devido ao alto indice de individuos intolerantes. A literatura apresenta
a utilizacdo de diversas técnicas para a andlise e caracterizacédo de leite, porém as
mais utilizadas para este fim sdo a espectroscopia na regido do infravermelho
(SANTOS, PEREIRA-FILHO e RODRIGUEZ-SAONA, 2013a; RODRIGUEZ-SAONA
e ALLENDORF, 2011; SANTOS, PEREIRA-FILHO e RODRIGUEZ-SAONA, 2013b;
AERNOUTS, POLSHIN e SAEYS, 2011; SOYEURT, MISZTAL e GENGLER, 2010)
espectroscopia Raman (YAO et al., 2016; LIU et al.,, 2010; LOU et al., 2011) e a
ressonancia magnética nuclear (RMN) tanto de alta resolu¢cdo (HU et al., 2007;
ERICH, AZMANN e FISCHER, 2012; ROUGE et al., 2013) quanto no dominio do
tempo (SANTOS, PEREIRA-FILHO e COLNAGO, 2016; LAMBELET, BERROCAL e
RENEVEY, 1992; NASCIMENTO et al., 2017). A utilizacdo da RMN na analise de leite
e derivados tem crescido bastante com o passar dos anos, principalmente por
apresentar a possibilidade de fornecer simultaneamente informacdes qualitativas e
quantitativas da amostra, por meio de andlises rapidas, e dispensar um laborioso
preparo de amostra, possibilitando analises do leite in natura.

Dessa forma, a fim de obter um estudo quimico eficaz sobre o assunto, &
necessario conhecer a composicdo da matriz alimenticia a ser estudada, desenvolver
métodos de andlise para tal, bem como selecionar a técnica adequada para esse fim
(MCGORRIN, 2009; NOVELLINO, RITIENI e RASTRELLI, 2013). Com intuito de
regularizar esses métodos, existem alguns 6rgaos internacionais (como a AOAC —
Association of Official Analytical Chemists) e nacionais (ANVISA — Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria e MAPA — Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento),
gue legislam sobre os procedimentos de andlise referentes a cada grupo de alimentos
(MCGORRIN, 2009; SAMMAN et al., 2016; INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008). Os
principais ensaios exigidos por esses 0rgaos sao sensibilidade, robustez, eficiéncia e

confiabilidade a fim de garantir qualidade e seguranca para os consumidores. Todos
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esses parametros sdo avaliados para que um método seja validado (GARCIA-CANAS
et al., 2012; SANTOS e COLNAGO, 2013).

1.1. OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo Geral

O presente trabalho tem por objetivo a aplicagdo da espectroscopia de RMN de alta
resolucdo e no dominio do tempo no estudo da composicado e adulteracéo de leites
UHT.

1.1.2. Objetivos Especificos

e Desenvolver e validar um método de quantificagdo de lactose por RMN de 'H
de acordo com a Resolucéo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 166 emitida pela
ANVISA;

e Quantificar lactose em amostras de leites comerciais UHT (em inglés, Ultra
High Temperature — UHT) “sem lactose” ou “0O % lactose” por meio do método
desenvolvido e validado;

e Detectar a adulteracao de leites comerciais UHT por Ressonancia Magnética
Nuclear no dominio do tempo (RMN-DT);

e Correlacionar os resultados do teor de adulterantes com as normas vigentes

de controle de qualidade desenvolvido pelo MAPA.

1.2. Estrutura da Tese

Nesta tese esta descrito o desenvolvimento de metodologias de analise no
controle de qualidade de leite e derivados, tanto em relacdo ao teor de lactose
presente quanto a possiveis adulterantes que podem ser adicionados ao leite. Aqui
também esta descrito a metodologia para validagdo de método proposto e sua
aplicagao em amostras comerciais.

No Capitulo 2 é descrito a fundamentagdo de todo o estudo, onde é
apresentado o estado da arte acerca da matriz utilizada e seus derivados, bem como
da lactose, um dos principais constituintes do leite (tépico 2.1). Neste capitulo, no
toépico 2.2 também sao descritos os métodos de analise de adulteracdo de leite
regulamentados pelo MAPA. No topico 2.3 € descrito o estado da arte da Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN), assim como sua fundamentagao teérica e aplicagbes da
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técnica na ciéncia dos alimentos e o0 uso da RMN quantitativa no estudo de leite e
derivados. Ja no topico 2.4 sdo descritas as principais figuras de mérito utilizadas na
validagdo de um método analitico, bem como as caracteristicas de cada uma delas.

Ja no Capitulo 3 sdo apresentados os dois artigos do estudo proposto, onde no
tépico 3.1 a RMN quantitativa é apresentada como um novo método de quantificagédo
de lactose em leite e alguns derivados. O método proposto foi validado de acordo com
as figuras de mérito descritas no topico 2.4 e, logo depois 0 método foi aplicado para
quantificacdo do teor residual de lactose em amostras comerciais de leite e alguns
derivados UHT rotulados como “sem lactose”.

No topico 3.2 foi apresentado um método de detecgao de adulterantes em leites
comerciais UHT pelo uso da Ressonéancia Magnética Nuclear no dominio do tempo
(DT-RMN). Os resultados obtidos também foram comparados com métodos oficiais
propostos pelo MAPA. Por fim, no Capitulo 4, sdo apresentadas as conclusdes gerais

do trabalho.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

De acordo com o | Congresso Internacional para a Repressao de Fraudes —
Genebra (1908), leite pode ser definido como produto integral, ndo adulterado e sem
colostro, proveniente da ordenha completa e higiénica de fémeas domésticas
saudaveis e bem alimentadas (SILVA, 1908). Ja do ponto de vista fisico-quimico,
consiste em uma mistura homogénea de diversas substancias como agua, lactose,
gordura, proteinas, sais, vitaminas e enzimas, onde algumas se encontram
emulsionadas como a gordura e substancias associadas, outras se apresentam em
suspensao, tais como a caseina associada a sais minerais e, por fim, outras se
encontram totalmente dissolvidas, como as proteinas do soro, vitaminas
hidrossoluveis e a lactose (ORDONEZ et al., 2007).

Dentre os constituintes do leite, a gordura é a que apresenta a maior variagéo
de concentracdo. Esta pode variar de acordo com a espécie do mamifero, a raga do
mesmo, idade da fémea, fase de lactacao, influéncias sazonais e climaticas e,
principalmente, sua alimentagdo. Ja os outros constituintes sintetizados na glandula
mamaria, possuem concentragdo mais constante tais como 87,3 % de agua, 5 % de
agucar (cerca de 4,6 % é referente a lactose), 3,7 % de gordura, 3,2 % de proteina e
0,8 % de minerais que se apresentam na forma de solugdes idnicas (ORDONEZ et
al., 2007; FAO/WHO, 2011; FAO/WHO, 2018). Dentre as proteinas, a caseina se
apresenta em maior quantidade, cerca de 80 % de toda proteina presente e, ao
contrario das demais, n&do é soluvel no leite o que permite a fabricagcédo de iogurte e a
separagao desta das demais proteinas. Além disso, esta insolubilidade da caseina
possui grande importancia na fabricacdo de queijos, uma vez que a partir da
coagulagao dela por algumas proteases € formado o gel base da industria de queijo
(ORDONEZ et al., 2007; ORDONEZ et al., 2005).

Naturalmente, alguns micro-organismos presentes no leite podem trazer
beneficios a dieta humana, visto que contribuem nas mudancgas fisico-quimicas e
sensoriais do leite, o transformando em produtos lacteos que podem ser consumidos
pelo ser humano. No entanto, a atividade microbiolégica desordenada e a presenca
de alguns micro-organismos patogénicos podem ser extremamente prejudiciais para
o consumo humano. Para evitar a proliferacdo de micro-organismos patogénicos e
assim garantir sua vida util, o leite necessita ser armazenado de forma apropriada com

a observincia de uma série de fatores, tais como local e temperatura de
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armazenamento (ORDONEZ et al., 2007; KRACMAROVA et al., 2018). Apés a
ordenha, o leite deve ser armazenado em tanques de ago inoxidavel refrigerados com
temperatura entre 20 e 25 °C, porém sem ultrapassar o periodo de 6 horas, uma vez
que apos esse tempo a acidez do leite pode aumentar a niveis indesejaveis. Ao chegar
ao centro de coleta ou de processamento, o leite é resfriado a temperaturas inferiores
a5 °C por até 48 horas para ser processado posteriormente (ORDONEZ et al., 2007).

O tipo de leite de consumo € definido de acordo com o tipo de processamento
que este sofre. No Brasil, os tipos de leite de consumo sdo o pasteurizado,
ultrapasteurizado longa vida (em inglés, Ultra High Temperature — UHT), leites
especiais e em p6 (ORDONEZ et al., 2005; NERO, CRUZ e BERSOT, 2017). O leite
pasteurizado pode ser classificado como integral, semidesnatado e desnatado, de
acordo com o teor de gordura presente e, consiste no leite fluido elaborado a partir do
leite cru, refrigerado e que atenda as especificagdes de produgao, coleta e qualidade.
A pasteurizagao consiste em submeter o leite a um tratamento térmico entre 72 e
75 °C por cerca de 15 a 20 segundos, seguido de resfriamento imediato com
temperatura inferior a 4 °C e envase antisséptico no menor tempo possivel
(ORDONEZ et al., 2005; NERO, CRUZ e BERSOT, 2017; CRUZ, et al., 2017). Este
procedimento tem o objetivo de eliminar micro-organismos patogénicos, porém os que
nao sao patogénicos permanecem no meio e, portanto, precisam de refrigeracao
continua e possuem prazo de validade médio de 10 dias, se mantidos sob refrigeracao
(CRUZ, et al., 2017).

J& os leites ultrapasteurizados séo provenientes da esterilizagdo industrial do
leite cru num processo denominado UHT, e podem ser classificados de acordo com o
teor de gordura presente, como integral (minimo de 3 % m/m de gordura),
semidesnatado (entre 2,9 e 0,3 % m/m) e desnatado (méaximo de 0,3 % m/m) (BRASIL,
2018a). O consumo do leite UHT representa cerca de 76 % de todo o leite fluido
consumido no pais, onde apds o processo UHT a vida util do leite passa a ser de até
4 meses, além de facilitar o transporte do mesmo por dispensar a refrigeracdo. Antes
de passar pela esterilizacéo, o leite cru € submetido a trés processos conhecidos como
filtracdo, padronizacdo e homogeneizacdo (ORDONEZ et al., 2005; CRUZ, et al.,
2017). O primeiro consiste em retirar qualquer impureza sélida que possa estar no
leite por meio de um filtro, com tamanho de poro entre 25 e 100 mm. A filtracdo ocorre
preferencialmente com o leite morno (40 °C), uma vez que a viscosidade do leite
diminui e o processo ocorre de forma mais rapida (ORDONEZ et al., 2005; ORDONEZ
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et al., 2007).

Ja o processo de padronizacéo é realizado com o objetivo de garantir que a
composicdo do leite esteja de acordo com a legislacdo vigente e, geralmente, é
realizado em relacéo ao teor de gordura presente. Nesse processo ocorre a remogao
quase que total da gordura, na forma de um creme, com teor entre 40 e 50 % m/m
gue logo depois € reincorporado ao leite desnatado até serem alcancados os valores
de gordura desejaveis (ORDONEZ et al., 2007). Para retirada do creme, o leite é
encaminhado as centrifugas a temperaturas em torno de 45 °C, ocorre entdo a
separacao das fases e os solidos séo depositados no fundo e na lateral. Enquanto o
leite sobe pela parte externa dos pratos, o creme segue para 0 centro por ser mais
leve. Por fim, ao leite filtrado e padronizado, é realizado um processo conhecido como
homogeneizagdo com o objetivo de estabilizar a emulséo de gordura contra a acéo da
gravidade, a fim de evitar que a gordura seja separada do restante dos componentes
do leite durante o periodo em que este ficara armazenado. Dessa forma, o leite
homogeneizado possui caracteristicas especificas como composicdo e consisténcia
uniformes, menor susceptibilidade ao sabor oxidado e coloracdo mais esbranquicada
gue o leite cru, uma vez que quanto menor o niumero de glébulos de gordura presentes
no leite, maior sera a reflexdo da luz (ORDONEZ et al., 2007; CRUZ, et al., 2017).

Logo depois, o leite passa pelo processo UHT que consiste em submeter o leite
homogeneizado a temperaturas entre 130 e 150 °C por 2 a 4 segundos, resfria-lo
imediatamente a temperatura inferior a 32 °C e, por fim, o envasar em embalagens
estéreis sob condi¢cdes assépticas. A partir deste processo, as caracteristicas fisico-
quimicas e sensoriais sdo mantidas e micro-organismos, que normalmente se
desenvolveriam em condigdes normais de armazenamento, sdo destruidos (CRUZ, et
al., 2017). Basicamente, existem dois sistemas para a elaboracédo do leite UHT, o
sistema direto e indireto: o primeiro utiliza a inje¢cao de vapor sobre o leite ou a infusdo
do leite sobre o vapor, por contato direto. Ja no sistema indireto, o aumento da
temperatura é realizado por meio de trocadores de calor, onde ndo ha contato entre o
vapor e o leite (NERO, CRUZ e BERSOT, 2017; CRUZ, et al., 2017).

Os leites que recebem o tratamento UHT também podem passar por outros
processos, como o enriquecimento com ferro, fibras ou vitaminas e até mesmo a
reducdo de lactose, que resulta em um produto com baixo teor deste acucar. O
consumo do leite com reduzido teor de lactose é indicado para individuos que

possuem deficiéncia na producao de lactase, enzima responsavel pela digestdo da
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lactose. A producéo deste leite ocorre por meio de um processo amplamente aceito e
consolidado no mercado, que consiste na hidrélise prévia da lactose pela adicéo da
enzima B-galactosidase microbiana, uma lactase derivada do cultivo de fungos e
leveduras especificas (ORDONEZ et al., 2007; CRUZ, et al., 2017).

Além de consumido, o leite também € utilizado como matéria-prima na
producao de seus derivados, tais como queijo, manteiga, creme de leite, iogurte, entre
outros (ORDONEZ et al., 2005; ORDONEZ et al., 2007; CRUZ, et al., 2017). A nata
do leite, também conhecida como creme de leite, € amplamente comercializada e
consumida no Brasil. O creme de leite consiste no leite enriquecido com gordura, cujo
teor varia de 12 a 60 %, e é obtido em desnatadeiras centrifugas com pratos em seu
interior onde sdo depositados os glébulos de gordura que, por serem mais leves,
deslizam até o eixo central do equipamento. E importante ressaltar que a nata e o leite
desnatado sédo obtidos por meio do mesmo processo. Assim como o leite de consumo,
o creme de leite pode passar por processos para conservagcao, tais como
pasteurizacdo, esterilizacdo, homogeneizacdo e congelamento (ORDONEZ et al.,
2007; CRUZ, et al., 2017).

O processo de pasteurizacdo do creme de leite possui as mesmas
caracteristicas do leite de consumo, porém sob temperaturas ligeiramente maiores
pois a gordura forma uma camada protetora em torno dos micro-organismos
presentes no meio (NERO, CRUZ e BERSOT, 2017; CRUZ, et al., 2017). Sendo
assim, os tratamentos térmicos sao realizados sob temperaturas em torno de 72 °C
por 15 s para natas leves, pois se submetidas a temperaturas em torno de 100 °C as
natas adquirem sabores estranhos semelhantes as natas velhas. Quando preparado
para longos periodos de conservagédo, o creme de leite passa pelo processo de
homogeneizagdo com o objetivo de evitar a agregacao dos glébulos de gordura,
evitando assim a formacao de espumas. Este processo é realizado em duas partes a
fim de evitar o aumento da viscosidade pela formagao de grumos. Na primeira etapa,
o creme de leite € submetido a pressdes entre 6 e 7 MPa a 70 °C e, na segunda etapa,
a temperatura é mantida constante com reducdo na pressao para 1,5 Mpa. Assim
como o leite, as natas também podem passar por processos semelhantes de
esterilizacao, dentre eles esta o UHT, em que a nata é submetida a processos térmicos
com temperaturas minimas de 132 °C por cerca de 2 s e, logo em seguida, sao
envasadas em embalagens semirrigidas de materiais laminados e estéreis
(ORDONEZ et al., 2007; NERO, CRUZ e BERSOT, 2017; CRUZ, et al., 2017).
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Além da nata, a partir do leite também podem ser obtidos os leites fermentados,
destacando-se o iogurte por ser o mais conhecido e consumido. De acordo com o
Regulamento Técnico de identidade e qualidade de leites fermentados, regido pela
Instrucdo Normativa (IN) n° 46 de 23 de outubro de 2007 emitido MAPA, iogurte pode
ser definido como o produto de leite fermentado por duas bactérias lacteas
especificas, L. bulgaricus e S. thermophilus, podendo ser adicionadas outras
bactérias, como a coalhada que, ao contrario do iogurte, € proveniente da fermentacéo
do leite por bactérias laticas como as L. lactis lactis e cremosis (BRASIL, 2009; NERO,
CRUZ e BERSOT, 2017; CRUZ, et al., 2017). Os ingredientes obrigatorios na
producao dos leites fermentados séo leite, leite padronizado e as bactérias lacteas, e
podem ser adicionados ingredientes opcionais como frutas, carboidratos (acucares e
maltodextrinas), ou substancias alimenticias como mel, chocolate, café, entre outros.
Para producao dos leites fermentados, o leite passa por todo processo de filtracéo,
padronizacdo, homogeneizacéo e, logo depois pelo processo de esterilizacdo UHT
para, a partir dai, ser encaminhado ao processo de inoculacdo e, por fim, o
resfriamento para envase, como pode ser observado na Figura 2-1 abaixo. Para
producao de qualquer leite fermentado sem lactose, é adicionada a enzima lactase ao
leite pasteurizado, padronizado, homogeneizado e esterilizado e, logo depois, é
realizada a cultura lactica com o intuito de fermentar o leite e formar o produto
desejado (ORDONEZ, 2007; NERO, CRUZ e BERSOT, 2017).

Leite filtrado, Resfriamento para Adi¢do de produtos
padronizado e Esterilizacdo temperatura ideal do Inoculagdo adicionais (mel,
homogeneizado inéculo frutas, entre outros)

Figura 2-1. Fluxograma basico de processamento de iogurte (NERO, CRUZ e BERSOT, 2017).

De acordo com a RDC n° 135 de 08 de fevereiro de 2017 emitida pela ANVISA,
os produtos comercializados no Brasil para dietas com restricdo de lactose sao
classificados como “isentos de lactose” ou “baixo teor de lactose”. Os primeiros devem
conter teores de lactose igual ou abaixo de 100 mg por 100 g ou mL do alimento pronto
para consumo. Ja os alimentos com baixo teor de lactose devem possuir quantidades
de lactose maiores que 100 mg por 100 g ou mL e menores que 1 g por 100 g ou mL
de produto. E importante ressaltar que os produtos isentos de lactose devem ser

rotulados como “zero lactose”, “0 % lactose”, “sem lactose” ou “ndo contém lactose”.
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Ja os outros, devem ser rotulados como “baixo teor de lactose” ou “baixo em lactose”,

de acordo com a legislagao (BRASIL, 2017a).

2.1. LACTOSE

Dentre os carboidratos presentes no leite, destaca-se a lactose que pode ser definida
como um dissacarideo composto por glicose e galactose, cujo teor no leite bovino é
de aproximadamente 4,6 % m/m (BRASIL, 2018a). Normalmente, o ser humano
realiza a digestdo da lactose por meio de sua clivagem a partir da acéo da lactase,

uma enzima presente no organismo humano (Figura 2-2) (BRASIL, 2007).

Lactase
H,O

Lactose Galactose Glicose

Figura 2-2. Reacdo de hidrélise da lactose pela enzima lactase resultando em galactose e glicose.

No entanto, tal digestdo decresce apds o desmame, uma vez que 0s niveis de
lactase também diminuem num fenémeno conhecido como hipolactasia priméaria.
Individuos com deficiéncia de lactase ndo sédo capazes de hidrolisar completamente a
lactose e, este carboidrato ndo hidrolisado atrai 4gua para o intestino e o leva a
motilidade gastrointestinal, ocasionando dores abdominais e diarreia (GARBALLO-
RUBIO et al., 2018; GILLE et al., 2018). Além disso, parte do carboidrato ndo clivado
passa a ser degradado por bactérias intestinais, em meio acido, liberando gas
carbdnico e resultando em colicas intestinais, nauseas, diarreia, flatuléncia, entre
outros sintomas. Dessa forma, individuos que ndo sao capazes de hidrolisar a lactose,
podem ser considerados intolerantes a esse dissacarideo (GARBALLO-RUBIO et al.,
2018; GILLE et al., 2018; FAO, 2013). De acordo com a Food and Agriculture
Organization of the United Nations (FAO), a intolerancia a lactose afeta cerca de 70 %
da populacédo adulta mundial, e na América do Sul essa porcentagem chega a 50 %
da populacéo adulta (FAO, 2013).
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De acordo com informacdes da base de dados Web of Science, a intolerancia
a lactose é base para diversos estudos ao redor do mundo, com um crescimento
quase que exponencial, como pode ser observado na Figura 2-3. E possivel observar
que desde o primeiro estudo voltado a esse assunto, em 1962, a pesquisa envolvendo
este tema sO cresceu, especialmente na ultima década onde mais de 1000
publicagdes abordaram a intolerancia a lactose. E apenas nos dois primeiros meses
de 2020, cerca de 10 artigos ja foram publicados, o que demonstra a preocupagao

dos grupos de pesquisa ao redor do mundo com a saude dos individuos intolerantes

a lactose.
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Figura 2-3. Numero de publica¢gBes envolvendo a intolerancia a lactose, de 1962 até os dias de hoje, segundo
consulta na base de dados Web of Science com as palavras-chave: “lactose and intolerance”.

Em 1962, foi publicado o primeiro estudo envolvendo a intolerancia a lactose,
desenvolvido por Holzel e colaboradores (1962), no qual foi discutida a intolerancia
em criangas. Logo depois, diversos estudos foram desenvolvidos, tais como o de Kern
e colaboradores (1963) que estudaram a deficiéncia de lactase no organismo de
adultos, além de Dahlqvist e colaboradores (1963), que no mesmo ano estudaram a
deficiéncia intestinal de lactase e a relagdo com a intolerancia a lactose também em
adultos (HOLZEL, MEREU e THOMSON, 1962; KERN et al., 1963; DAHLQVIST et
al., 1963). Em 1964, foi desenvolvido um estudo envolvendo a intolerancia em
individuos com atividade normal de lactase em seu organismo. Os autores
acreditavam que era uma doenga intrinseca de criancas, as quais apresentam como
sintomas, vOmitos e diarreia apdés o consumo de alimentos contendo lactose. O

trabalho foi o primeiro estudo reportado de intolerancia a lactose no Japao, e levantou
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a possibilidade da existéncia de 2 tipos de intolerancia: o primeiro devido a
permeabilidade anormal da lactose na mucosa intestinal mesmo com atividade normal
de lactase e, o segundo tipo devido a um defeito na atividade da enzima lactase
(ARAKAWA, AKABANE e AKABANE, 1964).

Ja em 1967, em uma publicagdo na revista Nature, Davis e Bolin (1967)
afirmam que a intolerancia a lactose era influenciada pela raga, onde negros e
aborigenes australianos apresentavam menos sintomas que caucasianos e, em seu
estudo, avaliaram a intolerancia em asiaticos. Os autores concluiram que a doenga foi
mais comum em grupos de indianos e chineses, uma vez que estes apresentaram
maior deficiéncia da enzima lactase, provavelmente devido a alguma mutagao
genética (DAVIS e BOLIN, 1967). Logo depois, McGuilivray (1968) refuta o trabalho
de Davis e Bolin, uma vez que haviam sido registrados diversos casos de né&o
caucasianos com intolerancia a lactose e, propde alguns outros testes a fim de
confirmar a relagdo da deficiéncia de lactase com a diferencga racial e, levantam a
possibilidade desta condigdo ser rara em adultos de qualquer ragca (MCGUILIVRAY,
1968).

Ja na década de 70, alguns estudos comecaram a propor o uso de leite sem
lactose como solucéo dos problemas com a intolerancia. O estudo pioneiro a envolver
esse assunto foi o de Skala e colaboradores (1971), que tiveram o intuito de estudar
a tolerancia de individuos, previamente denominados de intolerantes a lactose, apés
a ingestao de leite sem lactose, e os resultados foram comparados com a tolerancia
desses individuos apds a ingestdo de leites sem qualquer tipo de modificacdo. Os
resultados obtidos pelos autores mostraram que os individuos apresentaram maior
toler&ncia ao consumirem leite sem lactose, diferentemente do leite comum, onde
apos o consumo deste ultimo, os individuos apresentaram todos os sintomas de
intolerdncia. Sendo assim, os autores concluiram que uma dieta a base de alimentos
sem lactose, poderia ser uma alternativa a intolerancia a lactose para que individuos
intolerantes n&o precisassem abrir mdo do consumo de produtos lacteos (SKALA,
LAMACOVA e PIRK, 1971).

Em 1973 foi realizado o primeiro estudo envolvendo a utilizacdo da hidrolise de
B-galactosideos por meio do uso de polimeros a fim de produzir leite sem lactose.
Nesse trabalho, a enzima lactase era encapsulada em poliacrilamida para o preparo
do leite sem lactose. A enzima foi adicionada a solucéao de leite com cerca de 10 g de

lactose em 100 mL de amostra e, cerca de 55 % (m/v) da lactose no meio foi
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hidrolisada, comprovando a atividade enzimatica da lactase. Até entdo, acreditava-se
que 5 g de lactose em 100 mL de leite seria o limite maximo de consumo para
individuos intolerantes e, os resultados obtidos foram abaixo desse valor (4,5 g/100
mL de leite). No entanto, apesar de resultados promissores, ainda seriam necessarios
maiores estudos a fim de otimizar o seu processo de producdo (DAHLQVIST,
MATTIASSON e MOSBACH, 1973).

A fim de garantir o consumo de leite com quantidades seguras de lactose, por
individuos intolerantes, sua quantificacdo se tornou bastante necesséria. Tanto que a
partir da década de 90, diversos estudos passaram a ser desenvolvidos em busca de
um meétodo que fosse capaz de quantificar o teor de lactose em leite. De acordo com
a Web of Science, os trabalhos envolvendo a determinagéo e quantificacao de lactose
foi crescente nos dltimos anos. Dentre as diversas técnicas utlizadas na
guantificacdo, as primeiras e mais utilizadas sdo: Cromatografia liquida de alta
eficiéncia - CLAE (High-Performance Liquid Chromatography — HPLC, em inglés),
Cromatografia de troca ibnica de alta performance com detector de pulso
amperométrico (High-Performance Anion-Exchange Chromatography with Pulsed
Amperometric Detection - HPAEC-PAD, em inglés), método enzimatico, entre outros.
Além disso, de acordo com 0 MAPA, a cromatografia liquida de alta eficiéncia regida
pela Organizacdo Internacional de Normalizacdo (em inglés, International
Organization for Standardization — 1ISO) 22662, o método enziméatico descrito na ISO
26462 e a cromatografia idbnica sdo considerados métodos oficiais para quantificar teor
de lactose em leite (BRASIL, 2018b).

A primeira analise envolvendo a CLAE no estudo da lactose, foi desenvolvida
por Euber e Brunner, em 1979, onde os autores propuseram um método de
determinacdo e quantificacdo de lactose em produtos lacteos. A quantificacdo foi
realizada por meio da injecdo sequencial de padrdo de lactose e adicdo da mesma
nas amostras. Apés isso, o método foi validado por meio dos experimentos de
recuperacao e, as analises foram realizadas por um sistema CLAE com detecc¢éo por
indice de refracdo. A partir dos resultados, observou-se que o método foi capaz de
guantificar teores de lactose presentes no leite e em seus derivados, em torno de
5,28 % (m/v) e 10,60 % (m/v), respectivamente, com exatidédo e preciséo de 0,68 %.
O método proposto é mais rapido que os encontrados na literatura, no entanto, cada
corrida durou cerca de 45 minutos além do laborioso preparo prévio de amostras
(EUBER e BRUNNER, 1979).
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Logo depois, diversos estudos foram realizados com o mesmo propésito, dentre
eles esta o de Jeon e colaboradores (1984) onde foi desenvolvido um método rapido,
capaz de quantificar lactose, glicose e galactose em amostras de soro de leite. A
quantificacdo foi realizada por meio de um sistema CLAE com detecc¢éo por indice de
refracdo e, a validacdo do método foi realizado por meio da avaliacdo da preciséo e
exatiddo. De acordo com resultados dos desvios padréo e, consequentemente, 0s
valores de precisao, em torno de 98 % (lactose) e 101,5 % (glicose e galactose) e,
exatiddo entre 0,27 e 3,20 %, foi possivel concluir que o método foi capaz de
quantificar o teor de lactose presentes nas amostras. No entanto, 0 que os autores
abordam como um método rapido (cerca de 30 minutos de corrida, preparo de amostra
de 15 minutos e, por fim, tempo de hidrélise de 4 horas) pode ser considerado um
método demorado e laborioso (JEON, GALITZER e HENNESSY, 1984).

J4 no século XXIl, Chavez-Servin e colaboradores (2004), por sua vez,
desenvolveram um método a fim de detectar e quantificar 6 carboidratos (frutose,
glicose, galactose, sacarose, lactulose e lactose) por meio da CLAE com indice de
refracdo. O método foi aplicado em amostras de formulas infantis e, além disso, foi
validado por meio dos seguintes parametros: linearidade observada por meio do
coeficiente de determinacgéo (R?), limite de detec¢do (LD), limite de quantificagcéo (LQ),
exatiddo e precisdo. O método apresentou linearidade (R? = 0,99) e foi capaz de
quantificar com confiabilidade os acUcares propostos, com valores de LD e LQ para
lactose de 0,25 mg.mL?' e 0,38 mg.mL, respectivamente e, para este aclcar, a
exatidao foi mantida com erro em torno de 7 e 10 % e precisdo com erro de 0,46 %.
No entanto, o tempo gasto entre o preparo de amostra e a corrida foi de pelo menos
3 horas para cada analise (CHAVEZ-SERVIN, CASTELLOTE e LOPEZ-SABATER,
2004).

A busca por métodos mais rapidos e eficientes é constante, tanto que Xinmin e
colaboradores (2008) desenvolveram um estudo com o objetivo de diminuir o tempo
de analise de quantificacéo de lactose e glicosamina por CLAE com detector por indice
de refracdo. O método foi aplicado em amostras de leite em pd suplementadas com
glicosamina e, por fim, passou por processo de validacdo seguindo os seguintes
parametros: linearidade, sensibilidade, precisédo e exatiddo. A linearidade foi avaliada
por meio do R? que apresentou valores maiores que 0,99 para a lactose; a
sensibilidade foi demonstrada por meio do LD = 0,13 mg.mL? e LQ = 0,24 mg.mL™*

para lactose; precisdo avaliada pela repetibilidade com desvio padréo relativo em
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torno de 1,06 % e, por fim, a exatiddo com valores em tono de 98 % de recuperacao.
O tempo de preparo de amostra e aquisicdo dos resultados foram de 40 minutos e,
frente a outros estudos utilizando a mesma técnica, esse estudo apresentou menor
tempo de analise para a mesma técnica cromatogréfica (XINMIN et al., 2008).

A cromatografia de troca i6nica de alta performance com detector de pulso
amperomeétrico (HPAEC-PAD, em inglés) teve seu primeiro estudo aplicado na
determinacao e quantificacdo de lactose em leite no trabalho de Herber e Robinett
(1994). Neste trabalho, os autores utilizaram a técnica na determinacgéo de aclcares,
dentre eles a galactose, glicose, frutose, lactose, entre outros. A quantificacdo foi
realizada por meio da area dos sinais cromatograficos e, a validacao foi obtida pela
andlise da sensibilidade, avaliada pelo valor de LQ = 2,12 mg.mL, linearidade (R? =
0,995) e precisédo, avaliada pela reprodutibilidade com desvio padrao relativo de
0,5 %. A partir dos resultados de validagéo, os autores concluiram que o método foi
capaz de determinar os teores de agUcares, com um tempo de analise de 46 minutos.
No entanto, ainda seriam necessarios mais alguns estudos a fim de diminuir o tempo
de andlise (HERBER e ROBINETT, 1994).

Além dos leites com teor reduzido de lactose, alguns trabalhos na literatura
buscaram outras alternativas para individuos intolerantes, como o estudo de Martinez-
Ferez e colaboradores (2006), que desenvolveram um método de determinacdo do
teor de lactose em leite de cabra e o compararam com o leite bovino, com o intuito de
inserir o leite de cabra na dieta humana. O método necessitou de uma purificacéo
prévia, com o objetivo de isolar a lactose, uma vez que inicialmente foram detectados
cerca de 15 oligossacarideos. O teor de lactose determinado no leite de cabra foi de
45 g.L%, pouco menor que o encontrado no leite bovino (46 g.L?), sendo assim, o leite
de cabra ndo é uma alternativa viavel para dieta de individuos intolerantes a lactose
(MARTINEZ-FEREZ et al., 2006).

Van Scheppingen e colaboradores (2017) desenvolveram um método para
quantificacdo de lactose em leite e produtos lacteos rotulados como “sem lactose”,
tais como achocolatado, iogurte, cream cheese e manteiga. Inicialmente, as amostras
passaram por um preparo prévio com o objetivo de isolar a lactose presente, para isso
as amostras foram diluidas, centrifugadas e ultrafiltradas. O método foi validado por
meio de parametros como seletividade, de acordo com o isolamento do pico no tempo
de retencdo da lactose (36 min); linearidade, avaliada por meio do coeficiente de

correlagcado (R = 0,997), precisédo, de acordo com o desvio padréo relativo (DPR =
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2,1 % para o leite e DPR de 1,1 %, 1,4 % e 1,9 % para cream cheese, achocolatado
e iogurte, respectivamente; exatiddo, de acordo com a recuperacado que variou entre
93,4 e 97,5 % para o leite e seus derivados; e, por fim, o limite de quantificacdo da
lactose para cada amostra, variou entre 0,4 mg.mL?! (achocolatado e iogurte) e
1,0 mg.mL* (leite). Devido aos excelentes resultados, o método pode ser considerado
uma boa alternativa na quantificacdo de lactose em produtos lacteos com baixo teor
de lactose. No entanto, apenas o preparo de amostra durou 55 minutos, fora o tempo
de corrida que foi de cerca de 50 minutos, ou seja, 0 método € bastante demorado e
vai contra o desejo de um método de quantificacdo rapido e eficaz (VAN
SCHEPPINGEN et al., 2017).

Outro exemplo de aplicacdo da técnica para quantificacdo de lactose em
derivados foi o estudo de Monti e colaboradores (2017), que desenvolveram um
método de quantificacdo de lactose, galactose e glicose, por HPAEC-PAD, em queijo
Grana Padano “livre de lactose”. Os valores de limite de deteccdo e quantificagao
obtidos pelo método para a galactose e glicose foram os menores, em torno de 0,15
mg/100 g e 0,26 mg/100 g, respectivamente, para ambas as amostras. Ja os limites
de deteccdo e quantificacdo para lactose foram 0,25 mg/100 g e 0,41 mg/100 g,
respectivamente. No entanto, as amostras passaram por um longo preparo prévio que
envolveu filtracdo e centrifugacao para isolamento da lactose, por um periodo de 35
minutos, enquanto a andlise durou cerca de 60 minutos (MONTI et al., 2017).

O método enziméatico consiste na hidrolise da lactose por meio de uma enzima
e, a partir da quantificacdo da glicose livre ap0s a clivagem, é possivel determinar o
teor de lactose inicial presente na amostra. Diversos estudos envolvendo a aplicacéo
desse método na quantificacdo de lactose foram desenvolvidos ao longo dos anos.
Puchades e colaboradores (1993), por exemplo, aplicaram o método enziméatico para
guantificacdo da lactose em amostras de leite. Inicialmente, foram realizados ensaios
de interferéncia a fim de determinar se outros acucares como glicose, frutose, maltose
e sacarose influenciariam na determinacédo do teor de lactose, pois tais sacarideos
também poderiam ser hidrolisados. Entretanto, os resultados obtidos confirmaram a
capacidade do método na quantificacéo, por meio da linearidade (R = 0,995), exatiddo
(98-102 % de recuperacéao) e precisao (DPR = 0,49 %), e pode ser explicado pela
seletividade da enzima (PUCHADES, MAQUIEIRA e TORRO, 1993).

Ja Trani e colaboradores (2017) desenvolveram um estudo com o intuito de

comparar HPLC-RID (em inglés, High-Performance Liquid Chromatography using
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refractive index detector), LC/MS-MS (em inglés, Liquid Chromatography tandem-
Mass Spectrometry) e o método enziméatico na quantificacdo de lactose em leites UHT
comerciais. Foram analisadas amostras de leite UHT de diferentes marcas, dentre
essas, leites sem lactose e leite semidesnatados. O método demonstrou que os niveis
de lactose em amostras de leite comercial, leite 0,01 % de lactose e leite 0,1 % de
lactose, foram de 5,024 g/100 mL, 0,01 g/100 mL e 0,0132 g/100 mL, respectivamente
(TRANI et al., 2017). Gille e colaboradores (2018) quantificaram a lactose em leite e
derivados lacteos “sem lactose” a partir de um método no qual ela ndo fosse ofuscada
pela presenca de glicose e galactose, presentes devido a utilizacdo do método
enzimatico. De acordo com os autores, para analises da lactose em leite, 0 método
apresentou LD = 0,25 mg.mL? e LQ = 0,57 mg.mL* com exatiddo de 94 % (ensaios
de recuperacdo). No entanto, ao ser aplicado a amostras derivadas do leite como
iogurte e queijo, 0 método apresentou valores de exatidado entre 64 e 125 % e, dessa
forma, ndo pode ser aplicado em derivados (GILLE et al., 2018). Fusch e
colaboradores (2011) descrevem em seu trabalho que o método enzimético ndo é
capaz de diferenciar a galactose proveniente entre a clivagem da lactose e a galactose
livre presente no leite, o que pode gerar resultados ndo tdo confiaveis e, portanto,
apresenta sinais de desuso (FUSCH et al., 2011).

Além das técnicas ja citadas na quantificacao de lactose, a RMN tem dado seus
primeiros passos em tais estudos e sua aplicacdo sera melhor discutida no tdpico
2.3.2 — RMN quantitativo (RMNQ).

2.2. ADULTERAGAO DE LEITE

A inspecao e fiscalizagdo de todo o processo de producdo de produtos de
origem animal € de responsabilidade do Departamento de Inspecédo de Produtos de
Origem Animal — DIPOA, pertencente ao MAPA, que regulamentou todas as analises
laboratoriais que devem ser realizadas no controle de qualidade do produtos de
origem animal, por meio do Manual de Métodos Oficiais para Analise de Alimentos de
Origem Animal, com o objetivo de reunir, uniformizar e atualizar as metodologias
analiticas de diversos regulamentos técnicos de analise nacionais (BRASIL, 2018b).
O manual traz os métodos quimicos de analise de carnes e seus produtos, leites e
derivados, mel e produtos apicolas, ovos e derivados, e pescados e seus produtos,

além dos métodos de analises microbioldgicas. Este manual substituiu principalmente
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a Instrugdo Normativa n° 68 de 12 de dezembro de 2006 que regulamentava boa parte
das analises fisico-quimicas e microbiolégicas dos produtos de origem animal
(BRASIL, 2006).

O controle de qualidade de tais alimentos transcende as analises de inspecio
e fiscalizagao de rotina, mas busca também a identificacdo da adulteragao de tais
alimentos, uma vez que tal ato é considerado como fraude. Em 2007, a policia federal
brasileira iniciou uma operacdo conhecida como “Operagdao Ouro Branco” com o
intuito de identificar os diversos tipos de fraudes realizadas no leite. Neste mesmo
ano, duas cooperativas mineiras foram alvo de investigagdo por fraude no leite
beneficiado por elas, cerca de 120 mil litros/dia, porém apenas os leites UHT foram
adulterados. Nesta ocasido, haviam sido adicionados soda caustica, sal, agua, entre
outros, ao leite comercializado e, cerca de 28 pessoas responderam pelo crime contra
a saude publica e configurou na primeira prisao, no Brasil, por adulteragao de leite
(BRASIL, 2012). Ja em 2013 foi deflagrada a “Operacao Leite Compen$ado” que em
sua primeira etapa, desmontou um esquema no Rio Grande do Sul onde cerca de 100
milhdes de litros de leite foram adulterados com agua e ureia, com o intuito de
aumentar o volume e disfargar perdas nutricionais no leite a ser beneficiado. Ja em
sua oitava etapa, em algumas cooperativas no Rio Grande do Sul, foram detectadas
adulteragdes de leite com sal, agucar ou amido de milho com o intuito de mascarar as
adulteragdes com agua que alteram a densidade do leite (G1, 2015). Em sua décima
segunda etapa, foram apreendidos milhdes de litros de leite com amido, agua e agua
oxigenada com o intuito de aumentar a vida util do produto (MPRS, 2016).

Os adulterantes do leite podem ser classificados em reconstituintes,
neutralizantes, sanitizantes e conservantes, de acordo com o objetivo de sua adig¢éo.
Os adulterantes reconstituintes sdo adicionados com o objetivo de mascarar as outras
adicdes ao leite, principalmente a agua, uma vez que tal adicdo diminui os valores de
densidade original do leite. Sendo assim, para que os valores de densidade néao
figuem fora do permitido pela legislagdo, sdo adicionadas substancias que
reconstituem os valores de densidade, ou seja, aumentam a densidade para os
valores exigidos pela legislagao. Os reconstituintes mais utilizados sédo o cloreto de
sédio, a sacarose e, principalmente, o amido de milho e o soro de leite (SANTOS,
PEREIRA-FILHO e RODRIGUEZ-SAONA, 2013a; SANTOS, PEREIRA-FILHO e
RODRIGUEZ-SAONA, 2013b; SANTOS, PEREIRA-FILHO e COLNAGO, 2016;
GONDIM et al., 2017).
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Os adulterantes neutralizantes, sao adicionados com o objetivo de mascarar a
acidez elevada do leite, em relagédo ao permitido pela legislagdo. O aumento na acidez
do leite pode ser proveniente da alimentagdo do gado, mas principalmente pela agao
de micro-organismos. O uso de neutralizantes pode acarretar na alteracdo da
composi¢cao do leite provocando a saponificacdo da gordura, desintegracao das
proteinas, além de promover um meio favoravel para o surgimento de micro-
organismos que n&o sobreviveriam em meio acido. Sendo assim, com o surgimento
de mais micro-organismos, estes aumentam a acidez do meio, fazendo necessario o
uso de mais neutralizantes, o que leva a um ciclo vicioso de adulteragao e exige o
desenvolvimento de fraudes cada vez mais sofisticadas, com o intuito de inibir a
proliferacdo microbiana, sem que afete a acidez do material fraudado. Os principais
neutralizantes utilizados sao os hidroxidos de metais alcalinos, bem como carbonatos
e bicarbonatos, em especial o hidréxido de sodio e o bicarbonato de sodio, por serem
facilmente encontrados em supermercados (GONDIM, et al., 2017; AIELLO et al.,
2019).

A adicdo de adulterantes sanitizantes é realizada com o objetivo de minimizar
a acao microbiana excedente, além de aumentar o volume do leite, assim como a
adulteragao com agua. No entanto, acima de determinadas concentragdes promove a
desintegracao das proteinas, além de alterar a cor do leite comercializado. O principal
agente sanitizante € a agua sanitaria (hipoclorito de sd6dio) e o cloro, que sao
amplamente utilizados no processo de sanitizagdo dos equipamentos de estocagem
do leite (GONDIM, et al.,, 2017). Por fim, os adulterantes conservantes sao
adicionados com o objetivo de aumentar a vida util do leite, impedindo ou retardando
as alteragbes realizadas por micro-organismos. A agua oxigenada por exemplo, um
dos mais utilizados, € empregada com o intuito de impedir a atividade microbiana que
poderiam deteriorar o leite, além de atribuir sabor estranho e adstringente (SANTOS,
PEREIRA-FILHO e RODRIGUEZ-SAONA, 2013a; SANTOS, PEREIRA-FILHO e
RODRIGUEZ-SAONA, 2013b; SANTOS, PEREIRA-FILHO e COLNAGO, 2016;
ASSEIS NETO et al., 2019; IVANOVA et al., 2019).

Dentre os principais adulterantes utilizados pode-se destacar a agua, soro de
leite, hidroxido de sodio, amido, agua sanitaria e o perdxido de hidrogénio. De acordo
com o manual do MAPA, as analises para tais adulterantes sao apenas qualitativas,
ou seja, apontam apenas resultados positivos ou negativos para presenca da

substancia adicionada, tais como amido, agua sanitaria, hidroxido de sodio e perdxido
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de hidrogénio. Ja os experimentos indicados para avaliar a adigcdo de agua e soro de
leite, podem ser tanto qualitativos quanto quantitativos (BRASIL, 2006; BRASIL,
2018b).

A analise para identificagdo de amido no leite, de acordo com o manual do
MAPA, consiste na formagédo de um composto de coloragédo azul por meio da adigao
de uma solugao de lugol ao leite, apds aquecimento. Tal solugdo é obtida a parir da
dissolugéo do iodo (I2) ou do iodeto de potassio (KI) em agua. O amido é constituido
por dois polimeros: a amilose e a amilopectina, onde a primeira é formada pela forma
ciclica da glicose e conferem a molécula uma estrutura helicoidal que, apds o
aquecimento, é aberta permitindo assim a adsorg&o do iodo presente na solugéo de
lugol. O complexo formado, apds resfriamento a temperatura ambiente, possui
coloragao azul, caracterizando assim a presenga de amido na amostra. Por ndo ser
um constituinte natural o leite, o teste para amido € representado como positivo, se a
solugao apresentar coloragédo azul acinzentado (m) ou azul (m), ou negativo (BRASIL,
2006; BRASIL, 2016a; BRASIL, 2018b).

A anadlise para identificacdo de agua sanitaria no leite € fundamentada na
reacao entre o cloreto presente na amostra adulterada com o nitrato de prata na
presenca de cromato de potassio, utilizado como indicador. Nesta reacéo, os ions
cloretos reagem o nitrato de prata, formando o cloreto de prata e, o final da reacao, &
identificado pela reagdo do excesso de nitrato de prata com o cromato de potassio
que forma um precipitado marrom. O método €& qualitativo e, basicamente,
colorimétrico, uma vez que se baseia na intensidade da cor do precipitado formado,
ou seja, quanto maior a presenga de ions cloreto na amostra, menos intensa sera a
cor, uma vez que o excesso de nitrato de prata sera menor. O resultado desta analise
sera positivo se for observada a cor amarela sem precipitados vermelhos/marrom
(BRASIL, 2006; BRASIL, 2016b; BRASIL, 2018b).

Segundo o MAPA, a adulteracdo com hidréxido de sédio € detectada por meio
da analise de acidez titulavel em leite fluido. O leite sem qualquer beneficiamento é
levemente acido devido sua composi¢ao natural, além da fermentagao da lactose em
acido latico, realizada pelos micro-organismos ali presentes. Dependendo da
alimentagao do animal e das equivocadas condi¢des de higiene e refrigeracao do leite,
a acidez deste pode aumentar ainda mais o que o torna imprdprio para consumo
humano e, a fim de diminuir essa acidez para teores de acordo com a legislacéao,

adiciona-se uma base como o hidréxido de sodio, por exemplo. O método de
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verificagao de tal adigao se fundamenta na titulacao do leite com uma solucao alcalina
de concentragao conhecida, utilizando a fenolftaleina como indicador (BRASIL, 2006;
BRASIL, 2016c; BRASIL, 2018b). Por possuir diversos fatores que podem contribuir
com a variagao da acidez no leite, o MAPA alerta para que esse método seja utilizado
com cautela. De acordo com a Instrugao Normativa n°® 76 de 26 de novembro de 2018,
a acidez do leite UHT, assim como o pasteurizado, deve estar entre 0,14 e 0,18 g de
acido latico/100 mL de amostra (BRASIL, 2018a).

A adulteragdo com a agua pode ser detectada por meio do ensaio de densidade
com o uso do termolactodensimetro, que é responsavel pelas medidas de densidade
e temperatura do leite. A densidade do leite esta associada com a quantidade de
gordura suspensa presente que apresenta densidade menor que a da agua. Dessa
forma, quanto maior o teor de gordura no leite, menor sera a densidade do mesmao,
sendo assim, se houver a adicao de agua no leite, a densidade dele diminuira para
valores préximos aos da agua. O método pode ser utilizado para amostras de leite in
natura, pasteurizados ou longa vida (UHT) e, consiste na imersdo do
termolactodensimetro no liquido que provocara um deslocamento deste e marcara a
densidade real do leite. Pela legislacdo, a densidade do leite deve estar entre
1,028 g.L-" e 1,033 g.L" (BRASIL, 2006; BRASIL, 2016d; BRASIL, 2016e; BRASIL,
2018b).

Por fim, a adulteracao de leite com perdxidos pode ser tanto detectada quanto
quantificada. O peroxido de hidrogénio quando adicionado ao leite previne a
proliferagcdo dos micro-organismos que hidrolisam a lactose e a transformam em acido
latico. O ensaio de detecgao do perdxido de hidrogénio é fundamentado na oxidagao
do indicador tetraguaiacol pelo produto da degradagéo do perdxido de hidrogénio pela
enzima peroxidase, ja presente no leite. O teste € considerado positivo para presenca
de peréxido de hidrogénio quando apresentar coloragao salmao. No entanto, este
ensaio apresenta algumas limitagdes, pois pode ocorrer a decomposigao do perdxido
de hidrogénio em agua e oxigénio, fornecendo um resultado negativo (BRASIL, 2006;
BRASIL, 2016f; BRASIL, 2018b).

A adulteragdo de leite € bastante explorada na literatura, os mais recentes
estudos envolvem o desenvolvimento de novas técnicas para deteccdo e
quantificacdo de adulterantes em amostras de leite, principalmente de vaca. Dentre
os adulterantes utilizados, o primeiro método de quantificacdo de peréxido de

hidrogénio foi desenvolvido em um trabalho de lvanova e colaboradores (2019) com
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o uso da CLAE em amostras de leite pasteurizado comercial desnatados,
semidesnatados e integrais adulterantes. Os autores validaram o método de acordo
com analises de linearidade, que apresentaram valores de coeficiente de correlacao
(R) igual a 0,9995 e coeficiente angular diferente de zero; exatiddo com valores de
recuperacao de 99,7 %,; precisdo cujo desvio padréo foi 1,06 %; limite de deteccao
(LD = 0,28 mg.mL") e quantificagdo (LQ = 0,94 mg.mL-"). No entanto, o método
apresenta algumas limitagdes, tais como o tempo de analise de aproximadamente 2
horas, além do laborioso preparo de amostra realizado antes da analise (IVANOVA et
al., 2019).

No mesmo ano, Aiello e colaboradores (2019) também utilizaram a
cromatografia liquida para detectar a adulteragdo de leite com hidréxido de sédio por
meio da determinacéo do teor de acido latico presente na amostra. Para desenvolver
o método, foram adicionados teores de hidroxido de sédio em amostras de leite
acidificadas com acido latico e, posteriormente, o0 método foi validado pela analise dos
seguintes parametros: linearidade, avaliada pelo coeficiente de determinagéo (R? =
0,99); precisao, determinada pelo desvio padrao relativo (DPR) de analises realizadas
no mesmo dia (DPR = 0,092 %) e em dias diferentes (DPR = 0,123 %); limites de
detecgdo (LD = 0,1 mg.mL") e quantificagdo (LQ = 1,0 mg.mL""). O método possui
algumas limitagbes que devem ser destacadas como o tempo total de corrida de 30
minutos e, aplicacao do método que deve ser utilizado apenas em leites com pH entre
6,5 e 6,7 (AIELLO, 2019).

Segundo Nascimento et al. (2017) e Valand et al. (2020), o infravermelho é uma
das técnicas mais utilizadas na deteccdo da adulteracdo, com diversos estudos
publicados ao longo dos ultimos dez anos (NASCIMENTO et al., 2017a; VALAND et
al., 2020). Dentre eles estdo o de Cassoli et al. (2011) que realizaram um estudo da
capacidade do infravermelho em identificar a adulteragcao de leite cru com bicarbonato
de sodio, soro de leite e citrato de sédio por infravermelho médio. O objetivo do
trabalho era apenas identificar a presenca ou ndo do adulterante e, a partir do método
desenvolvido foram identificadas todas as concentragdes dos adulterantes
adicionados com LD = 0,05 %. No entanto, logo depois foram realizadas as validagdes
do método com analise de amostras com concentragdes conhecidas de adulterantes
e, cerca de 7 % delas apresentaram resultados falsos-positivos e os autores nao
apresentaram possiveis explicagdes para o ocorrido (CASSOLI et al., 2011).

Santos e colaboradores (2013a) desenvolveram um método de detecgcado e
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quantificacdo da adulteracao de leite UHT com urina, ureia, soro de leite e leite
sintético — produzido pela emulsdo de 6leo vegetal, detergentes e ureia — por
infravermelho médio. As amostras passaram por um laborioso preparo prévio com o
objetivo de retirar a gordura e proteina do leite e, em seguida os espectros foram
obtidos e, a regido utilizada para detecgdo foi 1450-1600 cm™. Os teores de
adulterantes foram obtidos por meio da curva de calibragdo para cada um deles, cuja
linearidade foi comprovada pelo coeficiente de determinagédo (R?) que variou entre
0,94 e 0,98 para leite sintético e urina/ureia, respectivamente. O limite de detecg¢ao de
cada adulterante foi 0,78 g.L-! para ureia e urina, 7,5 g.L-! para o soro de leite e
0,1 g.L" para o leite sintético (SANTOS, PEREIRA-FILHO e RODRIGUEZ-SAONA,
2013a). Ja Asseis Neto et al. (2019) também utilizaram o infravermelho médio na
identificacdo da adulteragao de leite com agucar, bicarbonato de sédio, peroxido de
hidrogénio e formol. Os adulterantes foram adicionados nas seguintes proporgdes: 10,
25 e 50 % e foram analisadas a linearidade do método pelo coeficiente de
determinagao (R? = 0,80) e exatiddo que variou entre 86,09 e 98,76 % (ASSEIS NETO
et al., 2019).

A técnica de RMN no dominio do tempo (DT-NMR) tem se destacado bastante
por possuir uma analise rapida, nao ser destrutiva e dispensar o preparo de amostra.
Na analise de alimentos, a técnica estd se consolidando como uma excelente
alternativa na determinagdo da qualidade de alimentos como mel (RIBEIRO et al.,
2014), carne (SANCHEZ-ALONSO et al., 2012), frutas (RODRIGUEZ et al., 2013),
entre outros. Nos ultimos anos, a DT-RMN tem se mostrado bastante promissora
quando aplicada no estudo de leite e derivados (SANTOS, PEREIRA-FILHO e
COLNAGQO, 2016; CASTELL-PALOU et al., 2011; CASTELL-PALOU et al., 2013).

Santos et al., (2016) desenvolveram um estudo a fim de detectar e quantificar
a adulteragao de leite com soro, peroxido de hidrogénio, urina sintética, ureia e leite
sintético (emulsdo de 6leos vegetais, detergentes e ureia). Os adulterantes foram
adicionados nas seguintes proporgdes: 5, 15, 25, 35 e 50 % (v/v), e as amostras
adulteradas foram analisadas por infravermelho médio (4000-700 cm-', com resolugéo
de 4 cm™ e 18 scans) e para ajudar na compreensdo dos resultados foram utilizados
modelos quimiométricos, onde a Regressao Parcial dos Minimos Quadrados (PLSR)
mostrou erros muito pequenos para quantificacdo do cinco adulterantes nas misturas.
Dessa forma, os autores concluiram que a técnica proposta foi capaz de detectar e
quantificar os adulterantes nas amostras de leite comercial (SANTOS, PEREIRA-
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FILHO e COLNAGO, 2016).

2.3. RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) tem sido amplamente utilizada no
estudo de alimentos, cuja fundamentacéo se da na absorcdo seletiva de ondas de
radiofrequéncia por amostras imersas em um campo magnético (GIL e GERALDES,
2002). A histéria da RMN teve inicio nos anos 20, com o experimento realizado por
Stern e Gerlach onde verificou-se que um determinado feixe de &tomos, quando
exposto a um campo magnético, é desviado de acordo com a orientacéo deste campo.
A partir dai, com o intuito de explicar tal experimento, Pauli (1924) sugeriu a existéncia
de nucleos magnéticos. No inicio dos anos 30, ainda Stern e Gerlach, determinaram
a existéncia dos momentos magnéticos nucleares, e em 1933, introduziram a ideia de
gue existe um momento de dipolo magnético para nucleos de hidrogénio (GIL e
GERALDES, 2002; BECKER, 1993). Em 1939, Rabi e colaboradores desenvolveram
um experimento onde submeteram um feixe de moléculas de hidrogénio a um campo
magnético ndo homogéneo e, logo depois, 0 mesmo feixe foi submetido a um campo
magnético homogéneo. Além do campo magnético, o feixe foi submetido a radiacéo
no dominio das radiofrequéncias e, a partir dai puderam concluir que a uma
determinada frequéncia, o feixe de hidrogénios absorvia energia e sofria um pequeno
desvio (GIL e GERALDES, 2002; BECKER, 1993).

Ja em 1945, Bloch, Purcell e colaboradores, na tentativa de obterem melhores
resultados nas medidas dos momentos magnéticos nucleares, observaram sinais de
absorcdo de radiofrequéncia (r.f) para a agua (Bloch) e parafina (Purcell) (GIL e
GERALDES, 2002; BECKER, 1993). No inicio dos anos 50, Packard e alguns
assistentes substituiram a agua por etanol e registraram trés sinais, ao invés do sinal
anico da agua. Isso deve-se aos nucleos de H, com intensidades nas proporcdes
3:2:1, correspondentes a estrutura CH3—CH2—OH (GIL e GERALDES, 2002).

Porém, importantes avancos foram feitos apds a introdugcédo de técnicas de
pulsos de r.f, tais como a descoberta da influéncia do ambiente quimico do nucleo na
frequéncia de ressonancia do mesmo e, 0 aumento da resolu¢do do espectro por meio
da rotacdo da amostra, uma vez que esta aumenta a homogeneidade do campo. Ja
em 1953, com boa sensibilidade e melhor resolucdo do espectro, o primeiro
espectrometro de RMN surgiu e, desde entdo comecou a ser aplicado em diversas
areas (GIL e GERALDES, 2002; CLARIDGE, 2009).
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Em 1955, Weinberg e Zimmerman observaram dependéncia da concentracéo
nas analises de RMN em uma mistura de agua e etanol. Foram analisadas as
seguintes concentrag@es de agua em etanol: 0,1 %, 13 %, 20 % e 50 %. A partir dali,
observou-se que a variagdo da concentragcdo ocasionou variagdes no sinal referente
ao grupo CH2. Enquanto no etanol puro ocorre um efeito combinado das interagdes
do CHsz e OH com o grupo CHz, nas amostras com agua foi observada alteragéo no
acoplamento entre os grupos CH2 e OH, o que mostra a influéncia do ambiente
quimico nas analises de RMN. Apés essa regido, as interacfes spin-spin entre ambos
0s grupos sdo desfeitas. Os autores também sugeriram maiores estudos a fim de
determinar a influéncia da temperatura nos experimentos, onde seria necessaria
melhor resolucéo do espectro (WEINBERG e ZIMMERMAN, 1955).

Em 1957, Anderson e McConnel (1957) desenvolveram um estudo a fim de
determinar a influéncia do ambiente quimico nos calculos dos momentos magnéticos
e das constantes de acoplamento. Foram utilizados no estudo, ambientes com 1, 2 e
3 grupos quimicos e, a partir dai foram realizados os célculos citados anteriormente.
Os autores observaram que por meio desses calculos foi possivel determinar de forma
rapida e direta informacfes quimicas das amostras utilizadas. Os autores concluiram
também que ainda seriam necessarios novos estudos a fim de aprimorar os espectros
obtidos bem como a razédo sinal/ruido dos mesmos (ANDERSON e MCCONNEL,
1957).

A partir da década de 60, a RMN comecou a ser associada a computadores a
fim de aumentar a sensibilidade da técnica, por meio da combinacdo dos espectros
obtidos repetidas vezes e, por fim a realizacdo da média do sinal obtido. A partir desse
aumento na sensibilidade, foi possivel realizar analises de amostras em quantidades
cada vez menores. Além disso, a melhora na razdo sinal/ruido ocorreu apés a
introducdo do processo conhecido como Transformada de Fourier (em inglés, Fourier
Transform — FT), a qual tornou a obtencédo do sinal um procedimento mais rapido e
eficiente (BECKER, 1993; GIL e GERALDES, 2002; CLARIDGE, 2009). Ja em 1970,
alguns experimentos foram realizados com o intuito de aplicar a amostra técnicas de
pulsos de radiofrequéncia em detrimento da aplicacdo continua do campo magnético,
método utilizado desde o inicio da implementacdo da técnica. A aplicacdo de tais
pulsos permitiu 0 estudo de amostras mais diluidas e o estudo de outros nucleos além
do H como sondas magnéticas em RMN. Esses avangos contribuiram para o
surgimento da RMN bidimensional (BECKER, 1993; GIL e GERALDES, 2002).
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A aplicacdo da RMN em alimentos, teve inicio ainda na década de 70. Em 1977,
por exemplo, houve o primeiro registro de RMN aplicada no controle de alimentos,
onde Hester e Quine (1977) utilizaram a técnica de RMN pulsada com o intuito de
determinar o teor de agua em diferentes tipos de farinha e, os teores de agua e Oleo
em alimentos para animais. Para as analises, um espectrébmetro de 10,72 MHz foi
utilizado, onde a intensidade do sinal FID (em inglés, Free Induction Decay) foi
correlacionada com o teor de agua presente na amostra. Tal correlagdo apresentou
uma tendéncia linear onde a intensidade do sinal foi diretamente proporcional ao teor
de agua, cujo desvio padrao ficou em torno 0,2 %, com boa repetibilidade (em torno
de 0,02 %). No entanto, enfrentaram dificuldades em determinar o teor de 0leo nas
outras amostras de alimentacdo animal, devido as limitagcdes da técnica utilizada na
época e, portanto, sugeriram maiores estudos a fim de aprimorar a técnica que se
mostrou bastante promissora em tal area de aplicacdo (HESTER e QUINE, 1977).

Ja em 1979, Leung e Steinberg (1979) determinaram as propriedades de
ligacdo da agua por desidratacéo, congelamento e por RMN em alguns constituintes
alimentares comuns. As propriedades de ligacdo da agua foram determinadas
utilizando RMN, do que eles chamaram de “linhas largas”, a fim de estudar a
distribuicdo de protons. As propriedades de RMN da agua, tanto livre quanto ligada,
foram discutidas em termos de tempos de relaxamento nuclear e mobilidades
moleculares. Os autores determinaram a forte correlagéo entre o sinal de RMN e o
teor de 4gua na amostra, além da dependéncia do sinal com a temperatura. A partir
dai, os autores concluiram que os valores para o teor de agua em alimentos
determinados por RMN estavam de acordo com a literatura, mostrando assim a
capacidade da RMN em predizer os teores de agua em alimentos. Além disso, a
alteracdo do sinal em alimentos congelados, levou os autores a concluir que o sinal
de RMN varia de acordo com a mobilidade molecular da agua presente em tais
alimentos quando comparado a ndo congelados, apontando assim a estudos futuros
sobre mobilidade molecular e a RMN (LEUNG e STEINBERG, 1979).

A partir dai, a técnica passou a ser aplicada no estudo de leite e derivados.
Brosio e colaboradores (1983), por exemplo, estudaram a técnica de RMN pulsada no
estudo do mecanismo de hidratagcéo de leite em p6. Os resultados demonstraram que
as curvas de decaimento séo capazes de determinar a mobilidade da agua presente
na amostra. Os autores observaram que a mobilidade da agua livre nas amostras foi

reduzida assim como o tempo de relaxacdo devido as intera¢des intermoleculares
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entre a agua e a matriz sélida, bem como as trocas quimicas entre os dois tipos de
agua (a livre e a que ja esta presente na amostra). Foi possivel observar também que
0 ponto de congelamento das amostras com agua livre também foi menor que aquelas
com apenas a agua inerente da amostra (BROSIO et al., 1983).

Eads e Bryant (1986), por sua vez, decidiram explorar a possibilidade e utilizar
a RMN em amostras com alto teor de agua em sua composi¢ao, no intuito de suprimir
o intenso sinal da dgua. Neste estudo foram analisados leite, suco de laranja e suco
de maca. Para suprimir o sinal, os autores utilizaram um reagente paramagnético a
fim de diminuir o tempo de relaxacédo da amostra, logo depois o espectro € adquirido
apos a magnetizacdo da agua retornar para o eixo longitudinal, sendo assim, o sinal
da agua nao é lido. Dessa forma, o sinal da agua € reduzido e, a partir dai os outros
sinais da amostra, que antes eram ofuscados pelo sinal da agua, podem agora ser
observados com maior resolucao e sensibilidade. De acordo com os autores, o0 estudo
obteve sucesso nas trés amostras, especialmente no leite onde a regido dos acucares,
majoritariamente a lactose, se mostrou melhor definida que o espectro sem o reagente
paramagnético. Dessa forma, apds a supressao do sinal da agua, foi possivel
identificar com maior clareza os outros constituintes do leite, em especial, a lactose
(EADS e BRYANT, 1986).

No século XXI, a composicdo do leite continua atraindo a atencdo de
pesquisadores, e a RMN (agora mais sensivel e moderna) pode contribuir com
informacdes qualitativas muito mais precisas e também quantitativas. Andreotti e
colaboradores (2000), por exemplo, investigaram a presenca de triglicerideos em dois
diferentes tipos de leite: vaca e bifala por RMN de '°C. Foram adicionados padrées
de triglicerideos as amostras de leite de vaca e bufala, a fim de identificar e quantificar
0s grupos acilas por meio do sinal dos triglicerideos. As informagdes quantitativas
foram obtidas por meio de técnicas quimiomeétricas e, a partir dai os resultados foram
comparados com valores da literatura, obtidos por cromatografia gasosa. Os autores
puderam concluir que os leites de vaca e de bufala possuem teores de triglicerideos
bem proximos entre si e, além disso, destacaram a importancia do uso da RMN nos
estudos a qual foi capaz de diferenciar a origem do leite (ANDREOTT!I et al., 2000).

J4 Lamanna e colaboradores (2011) desenvolveram um estudo a fim de
identificar o perfil de misturas de leite por RMN de 'H. Para os estudos, foram
utilizados dois tipos de leite, o de vaca e o de ovelha, bem como uma mistura de

ambos. Os autores notaram que ambos os leites possuem perfil espectral bastante
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semelhante, uma vez que a constituicdo é basicamente a mesma e, para realizar a
distincao dos tipos de leite por RMN, foram utilizadas técnicas quimiométricas. A partir
dos resultados obtidos pelas componentes principais, 0os autores concluiram que a
técnica foi eficaz na distingdo entre o leite de vaca e o de ovelha (LAMANNA et al.,
2011).

2.3.1. Fundamentacéao Tebrica

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) estuda a interagéo
da matéria com a radiagcao eletromagnética emitida e se fundamenta na absorgao
seletiva de ondas de radiofrequéncia (r.f) ao submeter a amostra a um campo
magneético externo. Para serem estudadas pela RMN, € necessario que as amostras
possuam nucleos com propriedades magnéticas, ou seja, nucleos com numero
atdbmico impar, massa impar ou ambos. Tais nucleos apresentam propriedades
intrinsecas tais como massa, momento magnético (u), spin nuclear (/), entre outros,
onde este ultimo é a combinagdo de todos os momentos angulares das particulas
presentes nos nucleos. O spin nuclear realiza um movimento de rotacdo em torno do

seu proprio eixo e, associado a ele tem-se um vetor do momento angular do spin

nuclear (L) que esta relacionado ao momento magnético nuclear (i) e a constante

magnetogirica (y), de acordo com a Equagéo 2-1 abaixo (CLARIDGE, 2009):

Eq. 2-1

=
Il

~<
=~

A constante magnetogirica apresenta um valor especifico para cada nucleo, e
pode apresentar valores tanto positivos (momento magnético e momento angular
apresentam mesmo sentido) quanto negativos (sentidos opostos). Assim como o spin
nuclear, 0 momento angular gerado por ele também se configura como uma nuclear,
propriedade intrinseca de cada nucleo, e seus valores podem ser quantizados em
unidades de energia relacionados com [/, segundo a Equacdo 2-2, onde h € a
constante de Planck (6,626x10-34 J.s):

L= [I0+D] 2 Eq. 2-2

A ocorréncia ou ndo do fendbmeno de ressonancia depende do valor do spin
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nuclear (/) que pode assumir valores positivos inteiros ou semi-inteiros ou igual a zero,
e variam de acordo com a quantidade de prétons (Z), néutrons (N) e a massa (A) de
um nucleo. O valor de / sera inteiro se A for par e Z for impar, igual a zero quando A e
Z forem nUmeros pares, ou semi-inteiro se A for impar. E importante ressaltar que
apenas nucleos com [ # 0 apresentam propriedades magnéticas e, apenas estes
podem ser estudados pela RMN. Nucleos com valor de spin maior que 'z apresentam
momento quadrupolo elétrico diferente de 0, que surge pela interagdo dos nucleos
com o campo externo aplicado por meio do momento dipolo magnético e, tais nucleos
também experimentam interagdes eletrostaticas pela presenga de seus momentos
multipolares elétricos. Dessa forma, o momento magnético quadrupolar é responsavel
pela interagéo entre o nucleo e os gradientes de campo elétrico que sdo gerados pelos
atomos vizinhos e pelo proprio atomo, sendo assim, tais nucleos ndo apresentam
forma esférica e, consequentemente, sua distribuicdo de carga é heterogénea. Ja os
nucleos que apresentam / = %2 possuem forma esférica, bem como a homogeneidade
e uniformidade em sua distribuicdo de carga, o que facilita a obtengédo de espectros
com resultados mais limpos e claros. Sendo assim, os nucleos com / = /2 sao 0s mais
utilizados na RMN, principalmente, o 'H devido a sua alta abundancia na atmosfera
(GIL e GERALDES, 2002; MACOMBER, 1998).

Tanto o momento angular quanto o magnético apresentam diregao e magnitude
e, na auséncia de um campo magnético externo, os momentos magnéticos se
apresentam de forma aleatdria, desorientada e no mesmo estado de energia, ou seja,
degenerados. No entanto, ao ser aplicado um campo externo, Bo, ocorre a quebra da
degenerescéncia e o surgimento de diferentes estados de energia, o que resulta na
interagdo entre Bo e os momentos magnéticos dos nucleos se orientam na mesma
diregdo do campo aplicado, com sentido igual ou oposto ao de Bo, como pode ser
observado na Figura 2-4 (GIL e GERALDES, 2002).



48
/
!
\+ }\\ I =~ > [
//\ “/ > =+ s

/
|
\ / t
_/\3 £ ‘ &>

By

-

Sem campo Com campo

Figura 2-4. llustracéo do efeito causado nos momentos magnéticos nucleares pela aplicagdo do campo
Bo — adaptado (GIL e GERALDES, 2002).

Além de definir a ocorréncia do fendbmeno de RMN e a existéncia dos efeitos
quadrupolos, o valor do spin nuclear (/) também determina a quantidade de niveis de
energia possiveis para um determinado nucleo de acordo com a Equagéao 2-3. Na
auséncia de um campo magnético externo, Bo, os spins se encontram no mesmo
estado de energia, ou seja, degenerados. No entanto, apds a aplicagdo de um campo
magneético externo (Bo) essa degenerescéncia € quebrada e, para um nucleo com
I = %> como o hidrogénio ('H), por exemplo, existem dois possiveis estados de energia
que podem ser caracterizados por um outro numero quantico m, que segundo a
mecanica quantica, é restrito a valores entre -/ e I. Dessa forma, para nucleos com
I =7, m assume valores entre -2 e 2 que, por convengéo, sdo denominados de
estado a e B, respectivamente. Para tais nucleos, o estado a € o de menor energia,
como pode ser observado na Figura 2-5. No estado a os momentos magnéticos dos
nucleos estardo orientados no mesmo sentido do campo magnético aplicado, ja no
estado f os momentos magnéticos estardo orientados no sentido contrario ao do
campo externo (MACOMBER, 1998; KEELER, 2002; LEVITT, 2008).

s=2/+1 Eq. 2-3
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Figura 2-5. Diferenca de energia para | = 1/2, na preseng¢a de um campo magnético externo Bo — adaptado
(MACOMBER, 1998; CLARIDGE, 2002).
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Essa separacdo em estados de energia também €& conhecida como efeito

Zeeman, e pode ser considerado a base do estudo da RMN, pois é essa diferenca de

energia entre os estados que permite observar as transigdes dos spins nucleares por

meio da absor¢ao ou liberagdo de energia e, tais transicées servem como base para

o fendbmeno de RMN (LEVITT, 2008).

De acordo com a mecanica classica, o campo externo Bo interage com o

momento magnético do nucleo (i) e confere um torque ao momento que, por

consequéncia, inicia um movimento de rotacdo em torno de Bo em forma de cone. Tal

movimento rotacional também é conhecido como precesséo de Larmor, que pode ser

observado na Figura 2-6 (CLARIDGE, 2002; LEVITT, 2008).

Figura 2-6. Movimento de precessédo do nucleo (CLARIDGE, 2002).

Bo

- / u

A frequéncia desse movimento de precessédo (w,) pode ser descrita pela

Equacéo 2-4, onde y é a constante magnetogirica e Bo o campo magnético externo

(CLARIDGE, 2002).



50

Wy = — }/BO (radS'1) Eq 2'4

Para os spins nucleares, a frequéncia com que estes rotacionam também é
conhecida como frequéncia de Larmor e pode ser expressa em Hertz (Hz), ciclos por
segundo e, para isso, a Equacao 2-4 sera dividida por 2m, resultando na Equacéo 2-
5, abaixo (CLARIDGE, 2002):

wo="22 (Hz) Eq. 2-5

ApOs a aplicagdo de um campo externo, os momentos magnéticos dos nucleos

se apresentam alinhados ao campo, no mesmo sentido que este ou em sentido
oposto. Para que o fendbmeno de RMN ocorra, € necessario que os spins dos nucleos
mudem seus estados de energia ao absorverem um quantum de energia na forma de
ondas de radiofrequéncia (r.f), emitida pelo espectréometro. Essa mudanca energética
s6 ocorre quando a frequéncia de energia emitida pelo equipamento se iguala com a
frequéncia de Larmor do nucleo estudado (MACOMBER, 1998; CLARIDGE, 2002;
KEELER, 2002). Essa energia envolvida pode ser quantizada, segue a condi¢cao da

frequéncia de Bohr, conforme a Equacéao 2-6 (PAVIA, et al., 2010).

AE = hy =22 Eq. 2-6
21

Sendo assim, depreende-se que a frequéncia de Larmor é também a frequéncia
ressonante de um spin. Normalmente, a frequéncia do espectrémetro é referida de
acordo com a frequéncia ressonante do nucleo de hidrogénio ('H), por exemplo, ao
utilizar um espectrometro de 400 MHz, este também opera para o ntcleo '3C com
frequéncia de 100 MHz, uma vez que a razao magnetogirica do H é 4 vezes maior
que a do C (CLARIDGE, 2002).

Para um nucleo com | = V%, os spins dos nucleos se encontram em dois estados
de energia, @« e . No entanto, como o estado a« € o de menor energia e
consequentemente o mais estavel, ha um pequeno excesso de spins neste estado,
ou seja, um excesso de spins orientados no mesmo sentido do campo Bo. Tal diferenga
populacional é descrita pela Equacao de Boltzman, conforme a Equacéo 2-7, onde Na
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e Np representam a populagdo de spins no estado a e 3, respectivamente, AE se
refere a diferenca de energia entre os dois estados (J), Ks € a constante de Boltzmann
(1,38 x 1022 J.K') e T é a temperatura absoluta (K) (GIL e GERALDES, 2002;
CLARIDGE, 2002).

Ny,
Ng

= ¢ kgT Eq. 2-7

Como ha um excesso populacional de spins nucleares no estado «, ou seja,
orientados no mesmo sentido que Bo, ocorre a geragdo de uma magnetizagéo
resultante dos spins (Mo) com a mesma orientacéo e sentido que o campo Bo, como
pode ser visto na Figura 2-7 (MACOMBER, 1998; CLARIDGE, 2002).

Bo

Figura 2-7. Conjunto de spins nos estados a e B, no equilibrio, gerando a magnetizagao resultante na
direcao de Bo (CLARIDGE, 2002).

As ondas de radiofrequéncia (r.f) emitidas pelo espectrémetro, sdo aplicadas
na forma de pulsos de radiofrequéncia (r.f), que sdo gerados da seguinte forma: a
radiacao r.f com amplitude definida, é ligada por um determinado periodo de tempo t,
logo depois, esta é desligada, o que € denominado de pulso de r.f. Dessa forma, ocorre
a aplicagdo de um campo magnético oscilatério dependente do tempo, chamado de
B1, que esta perpendicular ao campo estatico Bo e, portanto, disposto no plano
transversal oscilando na mesma frequéncia de Larmor que o spin (GIL e GERALDES,
2002; CLARIDGE, 2002). Como pode ser observado na Figura 2-8, a magnetizagao
resultante Mo esta alinhada ao campo Bo, no entanto, quando o campo oscilatério B+
€ aplicado, ocorre uma alteragcao na distribuicdo dos momentos magnéticos dos spins.
Sendo assim, Mo sofre um deslocamento com angulagédo 6 em relagdo ao eixo z,
gerando uma magnetizagcao no plano transversal xy, com componentes Mx e My, a

qual sera lida pela mesma bobina que aplica o campo B1, é responsavel por detectar
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o sinal da amostra que se da no plano transversal xy. Dessa forma, o sinal do

equipamento € lido no plano transversal x-y (GIL e GERALDES, 2002).

~ — 90° ~
P 6 =90 ~_
S Mo

Figura 2-8. Efeito da aplica¢@o de um pulso de radiofrequéncia de 90° na magnetizac¢éo resultante Mo
(CLARIDGE, 2002).

Apos a aplicacao e interrupcdo do pulso de radiofrequéncia, os momentos
magnéticos dos nucleos que foram excitados retomam a sua posi¢cao de equilibrio no
eixo z. Sendo assim, a magnetizagdo Mo que havia decaido para o plano transversal,
tende a retornar sua posicao inicial, o eixo longitudinal emitindo a energia inicialmente
absorvida num fendmeno chamado de relaxacdo. Uma molécula possui distintos
nucleos e, consequentemente, diversas frequéncias de radiagao eletromagnética sao
emitidas simultaneamente. Essa emiss&o € chamada de decaimento de indugao livre
(DIL) ou, em inglés, FID (Free Induction Decay) e sua intensidade diminui com o
passar do tempo, uma vez que a excitagdo dos nucleos diminui ao longo do tempo,
como pode ser observado na Figura 2-9. Apds a obtengdo do FID no dominio do
tempo, aplica-se a Transformada de Fourier (TF) ou, em inglés, Fourier Transform (FT)
que o transforma no espectro de RMN em funcao da frequéncia (Figura 2-9) (PAVIA
et al., 2010).

MMMMMMM :
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Intensidade

N

Frequéncia

Figura 2-9. Decaimento de inducao livre (DIL) de *H de uma amostra, obtido no dominio do tempo, e
logo apoés aplicacao da FT para obtencao do espectro.
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A forma como diferentes nucleos presentes em uma amostra, ou até mesmo
nucleos semelhantes, experimentam o campo magnético aplicado (Bo) varia de acordo
com a contribuicdo dos elétrons no campo magnético total “sentido” pelo nucleo. Isso
ocorre pois em um campo magnético aplicado Bo, os elétrons que circulam geram um
campo magnético induzido (Binduzido), de direg&o contraria a Bo, num efeito conhecido
como anisotropia. Quanto maior a densidade eletrénica ao redor do nucleo, maior sera
0 Binduzido que blinda o nucleo e diminui, portanto, o efeito de Bo no mesmo nucleo, o
que resulta na diminuigdo da frequéncia de precessdao dos spins e estes,
consequentemente, absorvem a radiagao r.f. nesta mesma frequéncia (CLARIDGE,
2002; PAVIA et al., 2010). Sendo assim, a absor¢édo e emissao de energia na forma
de r.f depende do ambiente eletrénico ao redor dos nucleos.

Pela proximidade dos valores de frequéncia de precessao dos nucleos, é dificil
medi-las com tamanha preciséo e, para isso, um composto de referéncia conhecido é
utilizado a fim de medir as frequéncias de cada proton em relagdo ao do padrdo. O
tetrametilsilano (TMS), (CHs)4Si, é bastante utilizado para este fim, uma vez que
apresenta grupos metila com alta blindagem e, por ser simétrico, apresenta um unico
sinal de absorgéo, fino e intenso no espectro de RMN. Porém, além do TMS, outras
substancias também podem ser usadas como padrao interno, tais como o acido
maleico e o 3-trimetilsilil propidnico (TSP), por exemplo (GIL e GERALDES, 2002;
SILVERSTEIN, WEBSTER e KIEMLE, 2006; PAVIA et al., 2010).

A ressonancia dos protons dos compostos presentes na amostra analisada é
informada em relagéo aos prétons do composto padréo, pela diferenca de frequéncia
de tais prétons e € dada em termos de deslocamento, em Hertz. No entanto, este
deslocamento é obtido em fun¢éo da intensidade do campo magnético Bo e, portanto,
pode variar dependendo da intensidade do campo. Com o intuito de obter valores de
deslocamento especificos para grupos de nucleos, pela Equacao 2-8, foi definido a
obtencéo do deslocamento quimico (8) independente da intensidade de Bo aplicado.
Como pode ser observado pela equacdo abaixo, para um determinado grupo de
nacleos, os valores de § serdo sempre 0os mesmos independente da frequéncia do
espectrometro utilizado (CLARIDGE, 2002; PAVIA et al., 2010).

deslocamento em Hz
5= Eq. 2-8

frequéncia do espectrometro em MHz
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Antes da aplicagao do pulso, os nucleos se encontram em equilibrio e, apos a
aplicacao do pulso de r.f, os nucleos se encontram no estado excitado, ou seja, com
excesso de energia que, posteriormente, sera liberada. Sendo assim, a magnetizagéo
resultante Mo que, inicialmente, estava no eixo z, apés a aplicacédo do pulso de r.f sera
deslocada para o plano transversal x-y e, logo depois, tal magnetizagao ira retornar
ao seu estado inicial num processo chamado de relaxagdo. Existem dois processos
de relaxagédo que ocorrem simultaneamente, conhecidos como relaxagao longitudinal
(T1) e relaxagao transversal (T2) (GIL e GERALDES, 2002).

2.3.1.1. Relaxagéao Longitudinal (T+1)

A relaxagao longitudinal ou relaxagdo spin-rede consiste na recuperagao da
magnetizacdo Mo dos spins nucleares excitados ao longo do eixo longitudinal (z),
conforme representado na Figura 2-10. Nesse processo, 0s spins que foram
excitados, transferem o excesso de energia para a vizinhanga, também conhecida
como rede, e esta sofre, portanto, um infimo aumento em sua temperatura,
praticamente insignificante. A relaxagédo longitudinal é governada pelo tempo Ti,
conhecido como tempo de relaxagao longitudinal ou tempo de relaxagao spin-rede,
que consiste no tempo necessario para que toda magnetizagdo Mo retorne ao estado
de equilibrio no eixo z apds a aplicagédo de um pulso r.f, conforme Figura 2-10 (GIL e
GERALDES, 2002; CLARIDGE, 2002).

z
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Figura 2-10. Representacdo da recuperacdo da magnetizagdo ao longo do eixo longitudinal (MARA,
2006).

Atécnica mais utilizada para obtencéo de T1 € a sequéncia de pulso de inversao
recuperacao (INVREC) representada na Figura 2-10. Inicialmente, é aplicado um
pulso de 180° a fim que a de inverter o sentido da magnetizagdo Mo ainda no eixo z,
logo depois apos a espera de um tempo t para que a relaxagao ocorra, € aplicado um

pulso de 90° com o intuito de medir a intensidade da magnetizacdo, como pode ser
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observado vetorialmente na Figura 2-11. Sendo assim, o experimento continua para
que ocorra a relaxacao dos spins e, para isso, admite-se valores maiores de t, ou
seja, o experimento é repetido n vezes para n valores de 7 e fornece uma curva
exponencial (Figura 2-12). Para t igual a zero, a magnetizagdo Mo terminara com uma
Unica componente no eixo -y. E importante ressaltar que a recuperacéo sé é iniciada
apds a inversao da recuperagao do sinal e, antes da sequéncia ser reiniciada €
esperado um tempo d1 chamado de tempo de espera, que pode ser conhecido
também como relaxation delay (RD). Além disso, a pequena interagdo dos nucleos
com a vizinhanga resulta em lentas trocas de energia, resultando em longos T+
(CLARIDGE, 2002).

180° 90° 180°

T t,
> Lﬂ

Figura 2-11. Sequéncia de pulso da técnica de inversdo-recuperagdo (INVREC) para obten¢éo do
tempo de relaxacgéo longitudinal (T1) (MARAN, 2006).

Figura 2-12. Representacao vetorial da sequéncia de pulso de inversdo recuperacdo (INVREC)
(CLARIDGE, 2002).

A intensidade da magnetizagao detectada, M, pode ser descrita pela Equacéao

2-9, onde 1 representa o tempo de espera apos a aplicagao do pulso inicial e, Mt é a
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magnetizacdo detectada. A partir desta equagao € possivel observar que ao esperar
um tempo de di1 cinco vezes maior que t, cerca de 98,9 % da magnetizacédo é
recuperada no eixo z. Este parametro € extremamente importante pois, se este
periodo nao for respeitado, o sinal diminuira com o passar do experimento devido a
saturacado do sinal, uma vez que a sequéncia sera aplicada a magnetizagdo sem esta
ter retornado completamente ao seu estado inicial, gerando assim um valor
equivocado de T1(CLARIDGE, 2002).

M) = M, (1 - Ze_T/Tl) Eq. 2-9

2.3.1.2. Relaxacgao Transversal (T2)

O processo de relaxagao transversal ou relaxagao spin-spin consiste na perda
da magnetizagdo no plano transversal x-y governada pela constante de tempo T2,
denominado tempo de relaxacdo transversal. Esse processo ocorre de forma
simultédnea a relaxagao longitudinal, porém ao contrario desta, a relaxagao transversal
se baseia na perda de coeréncia de fase entre os momentos magnéticos de cada
nucleo durante o movimento de precesséo, sem alterar a energia do sistema (LEVITT,
2008). A heterogeneidade do campo ao longo da amostra provoca diferengca na
intensidade de Bo e, consequentemente, causa diferenga nas frequéncias de
precessao dos spins, que resulta na perda de coeréncia de fase sem que sequer tenha
existido a interagao spin-spin. Sendo assim, ocasiona o surgimento de um tempo de
relaxacao efetivo (T2*) que leva em considerag¢ao todos os efeitos que podem acelerar
a relaxagao e tornam, portanto, seu valor menor que o verdadeiro T2, pois leva a
diminuicdo da magnetizagado resultante no plano transversal x-y, como pode ser
observado na representacgéo vetorial na Figura 2-13 (GIL e GERALDES, 2002).

» » » » ¥ »

Figura 2-13. Representacgéo vetorial do da sequéncia de CPMG (GIL e GERALDES, 2002).

A fim de diminuir tais efeitos indesejados, utiliza-se o método de CPMG (Carr-
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Purcell-Maiboom-Gill), que consiste na aplicagao de um pulso de 90° que transfere a
magnetizacdo do eixo longitudinal (eixo z) para o plano transversal x-y, seguido de
pulsos de 180° aplicados n vezes que, apos a espera de um tempo T2, ocorra a
refocalizagdo do sinal e o surgimento de ecos de spin. Este tempo T2 € necessario
para que os spins percam a fase que tinham no inicio e a recuperem na formacéao de
um eco. Esse processo ocorre até o decaimento total da magnetizagao transversal. O
esquema da sequéncia, pode ser observado na Figura 2-14 (GIL e GERALDES,
2002).52

Trem de pulsos
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Figura 2-14. Sequéncia de pulsos CPMG - adaptado (MARAN, 2006).

2.3.2. RMN quantitativo (RMNQ)

Desde a sua descoberta a RMN sempre foi e continua sendo bastante utilizada
em analises qualitativas, principalmente, na elucidacdo estrutural de substancias
guimicas. No entanto, com o passar dos anos, sua aplicacdo em andlises quantitativas
tem sido altamente empregada por ser capaz de fornecer, de forma simultanea,
informacdes qualitativas e quantitativas da amostra, além de ser uma técnica rapida e
eficiente para esse tipo de analise. Por fim, a RMN oferece a possibilidade de
guantificar diferentes compostos em uma Unica amostra sem necessitar utilizar
padrdes internos semelhantes a cada composto (NAZARI et al., 2007; LI e HU, 2017).

A histéria da RMNq teve inicio em 1963, com 0 experimento realizado por
Jungnickel e Forbes (1963) que a utilizaram com o objetivo de verificar a exatidao da

integracdo dos sinais e, a partir dai, determinar a composi¢do percentual de 26
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compostos puros. Apos a determinacéo do teor de hidrogénio de cada composto, tais
valores percentuais foram comparados com a literatura e, o desvio padrdo das
medidas em relagdo ao seu valor teorico foi obtido. A partir dos baixos valores de
desvio padréo apresentados, 0s autores notaram que a técnica apresentou excelente
exatiddo em seus resultados, além de ter sido capaz de quantificar os 26 compostos
(JUNGNICKEL e FORBES, 1963). No mesmo ano, inclusive no mesmo volume do
periddico da Analytical Chemistry, Donald Hollis (1963) quantificou misturas de
aspirina, fenacetina e cafeina por RMN. O autor destaca a rapidez da anélise como
uma vantagem, além do fato da RMN n&o necessitar de uma curva de calibracdo na
quantificacdo dos compostos. Para quantificacdo, a integral do sinal de interesse de
cada amostra foi obtida e, logo depois, relacionada com uma amostra padrao de
cafeina. Por fim, o autor correlaciona o teor de cada composto presente na amostra
com o valor adicionado no preparo das amostras. A partir dos baixos valores de desvio
padrdo, o autor mostra a boa exatiddo do método proposto por ele e, assim, sugere a
RMN como uma excelente alternativa dentre as técnicas de quantificacdo (HOLLIS,
1963).

Com o estudo de outros nucleos além do hidrogénio, diversos trabalhos
envolvendo tais nucleos comecaram a ser aplicados na RMN quantitativa também.
O’Neill e Pringuer (1974), por exemplo, realizaram analises quantitativas de misturas
isoméricas de diisocianato de tolueno por RMN de '3C sem a adicdo de reagentes
paramagnéticos. A partir dos resultados, os autores observaram que a razao
sinal/ruido dos espectros estava levemente elevada, no entanto, eles ressaltam que
isso seria resolvido com 0 aumento do numero de scans. No entanto, apesar disso, a
RMN foi capaz de quantificar com boa exatid&o os teores de cada substancia em cada
mistura estudada (O’NEILL e PRINGUER, 1974).

Desde o estudo de Hollis em 1963, o uso da RMNqg em analises farmacéuticas
foi cada vez maior com o passar dos anos, principalmente na década de 80. Exemplo
disso é o estudo de Kwakye (1985) que utilizou um espectrometro de RMN de 60 MHz
e optou por utilizar 4 padrdes internos diferentes, onde cada um era escolhido de
acordo com sua semelhanca de intensidade de sinal ao analito estudado e que nao
houvesse sobreposicao de sinal com os sinais da amostra. Foram analisados um total
de 20 amostras de medicamentos e, também foram realizadas analises em meétodos
oficiais para comparar com os resultados obtidos pela RMN. O autor destaca que a

RMN é bem mais simples e rapida que os métodos oficiais com baixos valores de
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desvio padrado e boa exatiddo em seus resultados. O autor também ressalta que, além
das analises quantitativas, a RMN ainda € capaz de controlar a qualidade de tais
medicamentos, uma vez que esta pode ser utilizada para quantificar as impurezas
presentes na amostra (KWAKYE, 1985).

Em 1986, Eberhart e colaboradores (1986), assim como Hollis em 1963,
também quantificaram misturas contendo aspirina, fenacetina e cafeina, s6 que agora
utilizando o 1,3,5-trioxano como padrao interno. Os autores escolheram tal padrao
interno por ser barato, relativamente estavel, com pureza satisfatoria e, ndo possuir
sinais que sobrepde aos sinais das amostras. Nesse estudo, porém, os autores
decidiram comparar a RMNg com o método padrao de obtencéo do teor de cafeina,
além de utilizar sinais diferentes de Hollis para quantificacdo. Os autores ressaltam
que o estudo de Hollis, apesar de apresentar 6timos valores de precisdo, poderiam
ser melhorados com o uso de um padréo interno. A partir dos resultados, os autores
concluiram que o uso de um padrdo interno diferente das amostras de interesse,
resultou em desvios padrdo ainda menores e mais precisos que os de Hollis
(EBERHART, HATZIS e ROTHCHILD, 1986).

De acordo com informacdes da base de dados Web of Science, a utilizacdo da
RMNq teve um enorme crescimento no inicio da década de 90. Como é possivel
observar na Figura 2-15, o nUmero de publicacdes utilizando a técnica teve um grande
salto desde a sua primeira aplicacao e o fim da década supracitada. Além disso, sua
utilizacdo ndo parou de crescer nas décadas seguintes. Na Ultima década, o nUmero
de publicacdes utilizando a RMNq foi ainda maior, com quase 6000 publicacdes
Apenas nos quatro primeiros meses de 2020, a base de dados ja apresenta 293

publicacdes com a técnica.
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Figura 2-15. Numero de publicacBes envolvendo a RMN quantitativa, de 1970 até os dias de hoje,
segundo consulta na base de dados Web of Science com as palavras-chave: “quantitative and NMR”
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Na revisdo bibliografica feita por Barthi e Roy (2012) eles destacam a
fundamentacéo tedérica da RMN quantitativa, os principais parametros que podem
influenciar na preciséo e exatiddo do método, como otimiza-los a partir dos parametros
de aquisicdo, além das propriedades fisico-quimicas que afetam as andlises da
RMNg. Os autores ressaltam a importancia do padrdo interno nos resultados da
RMNq, bem como utilizacdo da RMN bidimensional nas analises quantitativas e, por
fim todo o processo de validacdo da RMNQ. Neste ultimo, os parametros de validacao
sao explicitados e explicados, a saber: exatiddo, precisdo, linearidade,
reprodutibilidade, seletividade, limites de quantificacdo e deteccéo, e robustez, bem
como quais fatores podem influenciar em cada um desses parametros. Por fim, a
ampla aplicacdo da analise quantitativa de RMN, também foi abordada na publicagéo,
onde foi discutido sobre suas aplicacBes nas analises farmacéuticas, no estudo de
produtos naturais, sintese organica, metaboldémica, analises cinéticas e no
monitoramento das reacfes (BARTHI e ROY, 2012).

E importante ressaltar que para que um método seja eficaz na quantificacéo de
um determinado analito, esse precisa ser validado. Dessa forma, diversos trabalhos
na literatura abordam a validacdo de métodos utilizando a RMNqg. Godecke e
colaboradores (2013), por exemplo, investigaram a influéncia dos parametros de
aguisicao e processamento nos resultados da validacao e, a partir dai propuseram um
método eficaz e otimizado de quantificacdo de produtos naturais com excelente
precisdo e exatiddo, além de 6timos valores de limite de detec¢éo e quantificacdo, LD
e LQ, respectivamente. Os autores ressaltam que o método proposto por eles
apresentou erros abaixo de 1 %, confirmando assim a otimizacdo do método
(GODECKE et al., 2013). Cerceau e colaboradores (2016), por sua vez, validaram um
método de andlise de RMNg de 'H no estudo de 6leos essenciais utilizados em
cosmeéticos e medicamentos. Os autores ressaltaram a importancia da utilizacao de
um novo método de controle de qualidade de tais 6leos na area, uma vez que este
substituiria técnicas mais demoradas e que utilizam solventes téxicos como a
cromatografia gasosa (CG). O estudo mostra de maneira descritiva a forma como foi
calculado cada parametro utilizado para a validagéo, além de comprovar que a RMNq
€ uma excelente alternativa na quantificacdo dos 6leos essenciais (CERCEAU et al.,
2016).

Um dos estudos mais recentes estudos envolvendo a RMNq foi o de Rocha e

colaboradores (2018), que a utilizaram na quantificacdo de cocaina e alguns
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adulterantes, além da validacdo do método proposto, sem o0 uso de solventes
deuterados. Os solventes deuterados sdo amplamente utilizados na RMN, no entanto,
s&o mais caros que solventes comuns. Os autores realizaram uma purificagdo prévia
da cocaina a fim de utiliza-la como padréo e, a partir dai poder quantifica-la em outras
amostras, bem como seus adulterantes. Todos os parametros utilizados na validacao
foram detalhados, demostrando cada procedimento realizado (ROCHA et al., 2018).
De acordo com o Web of Science, as principais areas que utilizaram a RMNq
foram a fisico-quimica, bioquimica, ciéncia de polimeros, analitica quimica, entre
outros. Segundo a base de dados, a aplicacdo da RMNqQ na analise de alimentos,
ainda é relativamente baixa quando comparada com as outras areas supracitadas. A
aplicacdo da RMNqg na ciéncia dos alimentos representa apenas 10,14 % das
publicacdes envolvendo analises quantitativas por RMN, conforme a Figura 2-16.
Dentre os trabalhos mais relevantes, se destacam a quantificacdo de lignina por
RMNqg (CAPANEMA, BALAKSHIN e KADLA, 2004), o controle de qualidade do
salmdo durante o processo de estocagem (SHUMILINA et al.,, 2016), além da
determinacao do teor de adulterantes de azeites de oliva (FRANKEL et al., 2010),

Fisico-Quimica  Bioquimica Ciéncia de Quimica Andlise de
polimeros analitica alimentos

entre outros.
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Figura 2-16. Areas de publicacdes envolvendo a Ressonancia Magnética Nuclear quantitativa, de 1945
até os dias de hoje, segundo consulta na base de dados Web of Science com as palavras-chave:
“quantitative and NMR”

Simmler e colaboradores (2014), por exemplo, descreveram a rapidez e a
simplicidade da RMNQ e como essas caracteristicas levaram ao avango do seu uso
na ciéncia alimenticia. Os autores ressaltam que o crescente uso dessa técnica ocorre
devido a suas vantagens frente aos métodos cromatograficos, uma vez que além de

fornecer informacgfes estruturais, possui analises mais rapidas e sem 0 uso de
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solventes toxicos. Os autores citam o uso da RMNQ na analise de vinho, leite, cha e
alimentos (SIMMLER et al., 2014). Diversos outros trabalhos se destacam na
literatura, tais como o uso da RMNq na andlise de produtos como vinho (LOPEZ-
RITUERTO et al., 2009), sucos (BONNEAU, CYNOBER e JULLIAN, 2017), café
(CHARLTON, FARRINGTON e BRERETON, 2002; TAVARES e FERREIRA, 2006),
ovo (FONTANA et al., 1992; HOHMANN et al., 2015), pimentas (CATCHPOLE et al.,
2003).

J& a aplicacdo da técnica no estudo de leite ainda € bem reduzida, no entanto,
0s resultados de estudos ja realizados mostram a RMNQg como uma excelente
alternativa na quantificacdo da composicdo do leite (MERKX et al., 2107), teor de
gordura no leite (BELLOQUE e RAMOS, 1999; SACCHI et al., 2018), além do estudo
de seus derivados, como 0 monitoramento da fermentacgéo de leites fermentados (LU
et al., 2018), iogurtes (LU et al., 2016), queijos (LAMANNA et al., 2008). Bouteille e
colaboradores (2013) desenvolveram um estudo com o intuito de monitorar a
producédo de &cido latico durante a fermentacéo do leite por RMNQ. Neste trabalho, os
autores desenvolveram dois métodos de analise, onde o primeiro consistiu na
quantificacdo por meio da determinacdo do grupo metila do acido latico e, o segundo
foi realizado por meio da quantificacdo do teor de lactose, uma vez que durante o
processo de fermentacao, as bactérias convertem parte da lactose em acido latico e,
dessa forma, o teor de acido possui relacdo direta com o dissacarideo. Os autores
ressaltaram a simplicidade e rapidez nas analises de RMNg, bem como o fato de nédo
precisar de preparo prévio de amostra. O decréscimo do teor de lactose e 0 aumento
no teor de 4cido latico mostraram uma razéo bastante condizente com os resultados
apresentados na literatura e, dessa forma, concluiram que ambos os métodos podem
ser utilizados com sucesso no monitoramento da producdo de acido latico
(BOUTEILLE et al., 2013).

Hu e colaboradores (2007) estudaram a composi¢cdo do leite integral sem
preparo de amostra por RMNg, com o intuito de quantificar os teores de gordura
saturada, mono e poli-insaturada, acido butirico e o teor de lactose. Como concluséo
do estudo, os autores ressaltam que os resultados estavam de acordo com os valores
reportados na literatura e, a RMNQ se mostrou bastante eficaz ao quantificar
compostos presentes em baixos teores no leite (HU et al., 2007). Ja Monakhova e
colaboradores (2012), desenvolveram um método de quantificacdo de lactose em

leites a base de soja e grdos, uma vez que estes sdo bastante utilizados pelos
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consumidores intolerantes a lactose. Além disso, o método foi validado por meio dos
seguintes parametros: LD, LQ, exatidao e precisdo. Os autores ressaltam que a RMN
foi capaz de quantificar teores de lactose em torno de 0,51 mg.mL! nos leites
estudados, bem como valores de desvio padrao de 1,43 % e, valores de exatidao entre
0,8 e 1,7 % (MONAKHOVA et al., 2012).

A RMN(q se baseia na relacdo elementar entre a area do sinal de interesse de
um espectro de H (A4x) e a quantidade de nucleos que absorvem energia na mesma
radiofrequéncia que esse sinal (Nx). Essa relagédo é dada pela Equacéo 2-10, onde K
€ a constante do espectrometro (JUNGNICKEL e FORBES, 1963):

Ax=K.Nx Eq. 2-10

Para que a Equacdo 2-10 seja valida, é necessario que o tempo de repeticao
entre os pulsos aplicados sejam pelo menos 5 vezes o valor do tempo de relaxagéo
longitudinal (T1), a fim de que os spins dos prétons alcancem o equilibrio térmico
(BHARTI e ROY, 2012; SANTOS e COLNAGO, 2013; ROCHA et al., 2018;). A relacao
entre a magnetizacao longitudinal no equilibrio térmico (/&) e o tempo de relaxacao
longitudinal (T1) € representada pela Equacao 2-11. Tal tempo de espera garante que
99 % dos spins tenham voltado ao seu estado fundamental antes do proximo pulso
aplicado (LI e HU, 2017).

t

I(t") = Io(1— e™) Eq. 2-11

Além das relacdes citadas acima, para as analises quantitativas, € de suma
importancia que o sinal de interesse do analito seja mais intenso que 0s outros sinais
do espectro e ndo se sobreponha aos demais (SANTOS e COLNAGO, 2013).
Conforme a Equacédo 2-12, o teor do analito na solucéo é calculado pela razao molar
do analito e um padréo interno de massa conhecida, que ndo precisa ser semelhante
ao analito de interesse. Na referida Equacao, n é referente ao nimero de mols, A
refere-se a area do sinal espectral, N é atribuido ao numero de nucleos que absorvem
na frequéncia do sinal de ressonancia, x corresponde ao analito de interesse, e PI é
0 padrao interno (TURCZAN e MEDWICK, 1977; ROCHA et al., 2018).

R AL Eq. 2-12

npy Apr Ny
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Para obtencdo do teor de um analito em uma mistura, € realizada a
quantificacdo absoluta por meio da correlacédo da pureza conhecida de um padréo
interno com a pureza do analito presente na mistura. Tal correlacdo é dada pela
Equacgdo 2-13, onde P corresponde a pureza, M a massa molar, e m é referente a
massa da amostra (LIU e HU, 2007; SUGIMOTO et al., 2012):

Py Eq. 2-13

E importante ressaltar que a RMNq pode ser considerada um método de
padronizacdo primaria, uma vez que ndo necessita a utilizacdo de padrdes de
referéncia dos analitos de interesse e, além disso, dispensa a construcao de uma
curva de calibragdo para obtencédo do teor de um analito em uma mistura. Sendo
assim, a RMNQ se mostra mais vantajosa frente as técnicas cromatograficas, uma vez
gue estas necessitam da construcdo de uma curva de calibracdo para quantificacéo
(SANTOS e COLNAGO, 2013; ROCHA et al., 2018).

2.4. VALIDACAO DE METODO

A fim de tornar a RMNQg em uma alternativa na quantificacdo de lactose em
leite, é necesséria a validacao do método proposto. No Brasil, a validacdo de métodos
analiticos para insumos farmacéuticos e alimenticios € realizada por meio da
resolugdo RDC n° 166, de 24 de julho de 2017, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA). A fim de garantir a qualidade e confiabilidade dos resultados
obtidos, tal resolucdo pede a analise das seguintes figuras de mérito: seletividade,
linearidade, exatidao, precisao, limite de deteccéo, limite de quantificacdo e robustez
(BRASIL, 2017b).

2.4.1. Seletividade

De acordo com a ANVISA RDC n° 166, a seletividade do método € a
capacidade do mesmo de detectar ou quantificar exclusivamente o analito de
interesse mesmo na presenca de outros componentes, como impurezas e outros
componentes da matriz de trabalho. Para métodos quantitativos, a seletividade deve

ser demonstrada por meio da comprovacdo de que o sinal de interesse utilizado é
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correspondente exclusivamente ao analito de interesse presente na amostra, sem
interferéncia de outros compostos presentes, tais como matriz, impurezas, entre
outros (BRASIL, 2017b). A seletividade quando aplicada a RMN, € comprovada
quando o sinal do analito de interesse néo esta sobreposto a nenhum outro sinal do

espectro, garantindo assim a seletividade da técnica.

2.4.2. Linearidade

Corresponde a relagcédo direta entre a concentracdo do analito (lactose) na
amostra e a resposta analitica obtida no RMN (raz&o da integral do sinal do analito e
do padrdo interno). De acordo com a ANVISA, devem ser utilizadas ao menos 5
concentracdes diferentes, em triplicata, para construcdo da curva de linearidade, onde
cada solugcéo deve ser preparada de forma independente, podendo estas serem
diluidas a partir de uma solugdo méae. Para anélise dessa figura de mérito a partir de
analises realizadas no RMN, a curva a ser construida deve apresentar como eixo y a
razao entre a area do sinal do analito e a area do sinal do padréo interno, e no eixo x
a concentragdo do analito na amostra (BRASIL, 2017b).

Para validacao desta figura de mérito, a ANVISA exige a apresentacdo dos
seguintes dados (BRASIL, 2017b):

e Representacao grafica da curva;

e Grafico de dispersao dos residuos bem como sua avaliacao estatistica;

e Equacdo da reta de regressdo estimada pelo método dos minimos
guadrados;

e Avaliacéo dos coeficientes de correlacdo (R) e determinacéo (R?);

e Investigacdo da homocedasticidade dos dados por um teste adequado;

e Para todos os ensaios estatisticos, deve ser utilizado um nivel de
significancia de 5 %;

e Por fim, o coeficiente de correlacao (r) obtido deve ser maior que 0,990.

A obtencéo do coeficiente de correlacao (r) é realizada por meio da Equacéo 2-
14, onde o onde R é o coeficiente de correlagéo, x é referente a concentragdo do
analito, X € a média das concentragdes, y € a razao das areas e y, a média das razdes
de areas (GONZALEZ e HERRADOR, 2007).
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R =207 Eq. 2-14
VE(x-%)22(y-y)?

A fim de avaliar a adequabilidade do método proposto séo realizadas algumas
analises baseadas nos residuos. Para os modelos de regressao linear, o método dos
minimos quadrados ordinarios é o mais utilizados uma vez que minimiza a soma dos
quadrados das diferencas entre os valores obtidos das amostras e os valores
esperados, ou seja, minimiza os residuos das analises e, assim, fornece estimadores
centrados com variancia minima (VIEIRA, 2006; RIBEIRO et al., 2008). A partir dai,
inicialmente, é necessério rejeitar a hipdtese nula e aceitar a hipétese alternativa, ou
seja, provar que realmente ha uma relacdo entre a concentracdo do analito e a
resposta analitica do equipamento. A hipétese nula consiste em afirmar que o
coeficiente angular da curva é igual a zero, ja a hipétese alternativa considera o
coeficiente angular diferente de zero e, portanto, confirma a veracidade da curva
analitica (MAGALHAES e LIMA, 2001; VIEIRA, 2006).

Para tal confirmacdo, € realizada a analise das variancias (ANOVA) que
determina se ha diferenca entre as médias de trés ou mais grupos por meio de
diversos testes estatisticos, dentre eles destaca-se o teste de Fischer (teste F) que
consiste na razdo da variagcdo entre médias da amostra e a variacdo dentro das
amostras. A hipotese alternativa € aceita se, para um determinado grau de
significancia escolhido, o valor F obtido pela ANOVA é maior que um valor tabelado
para os niveis utilizados na construcdo da curva. Este valor tabelado assume a
hipétese nula, logo, quanto maior o valor de F obtido, mais distante 0 modelo esta da
hipétese nula, aumentando a probabilidade de a hipbtese alternativa ser aceita. Essa
probabilidade de rejeicdo da hipétese nula € dada pela ANOVA e é chamada de p-
valor. Sendo assim, quanto menor o p-valor, maior sera a diferenca entre os resultados
e a hipétese nula, ou seja, maior a probabilidade de rejeita-la e aceitar a hipétese
alternativa. Portanto, quanto menor o p-valor mais significativa e linear € a regressao
(MAGALHAES e LIMA, 2001; VIEIRA, 2006).

Aléem do teste F e do p-valor, a ANVISA exige a investigacdo da
homocedasticidade dos dados, ou seja, um estudo da homogeneidade da variancia
dos erros. A homocedasticidade do método é avaliada com o intuito de demonstrar
gue o método escolhido é apropriado para o uso preterido e, para isso, inicialmente é
necessario verificar a normalidade e independéncia da variancia dos residuos por

meio do gréafico de residuos, o qual representa os residuos em funcéo dos valores
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estimados da variavel dependente em relacdo aos valores de uma das variaveis
independentes. A homocedasticidade dos residuos pode ser observada quando os
residuos se apresentam de forma dispersa e aleatéria em torno da variavel
independente  (MAGALHAES e LIMA, 2001; VIEIRA, 2006). Além disso, a
homogeneidade da variancia dos residuos também pode ser verificada por meio de
alguns testes estatisticos, tais como o de Cochran que compara as variancias de cada
ponto da curva de linearidade com a maior variancia. De acordo com tal teste, a
homocedasticidade dos dados é observada quando o valor do teste (C) calculado é
menor que o valor tabelado, para um determinado nivel de significancia, de acordo
com a quantidade de niveis utilizados na constru¢cdo da curva e a quantidade de
réplicas para cada nivel. O teste de Cochran pode ser calculado de acordo com a
Equacdo 2-15 demonstrada abaixo, onde s? representa a variancia amostral do i-
€simo ponto, S?max representa a maior variancia e n representa o nimero de réplicas
em cada nivel (MAGALHAES e LIMA, 2001; VIEIRA, 2006).

2
S
C = 2% Eq. 2-15
Zéc=15i2
1 _
st = — Xj=1(vij — ¥)? Eq. 2-16

2.4.3. Exatidao

A exatiddo indica o qudo préximo os valores obtidos por um determinado
método estdo dos valores de referéncia. Esta é verificada a partir de no minimo 9
determinacdes, ou seja, a analise de 3 concentracdes (baixa, média e alta) com 3
réplicas em cada nivel, onde tais amostras devem ser as mesmas utilizadas na
construgéo da curva de linearidade (BRASIL, 2017b).

O resultado obtido pode ser expresso por meio do percentual de recuperacgéao,
tanto do analito de concentracdo previamente conhecida adicionado a amostra,
quanto pela relacdo entre a concentracdo média experimental e a concentragdo
tedrica, de acordo com a Equacéo 2-17, o qual deve ser inferior a 5 %. De acordo com
a Equacgdo abaixo, Cexperimentar Feferente a concentracao experimental, ou seja, a
concentracéo obtida a partir da curva analitica e C é referente a concentracao tedrica
(RIBEIRO et al., 2008; BRASIL, 2017b).
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Exatido % = “eperinenat 409 Eq. 2-17

2.4.4. Precisao

A precisdo avalia a proximidade entre os resultados obtidos por meio dos
ensaios com as amostras utilizadas na construcdo da curva de linearidade. Esta pode
ser expressa por meio da repetibilidade, precisédo intermediaria ou reprodutibilidade, e
devem ser utilizadas no minimo 9 determina¢gbes de cada concentracdo a ser
analisada (baixa, média e alta), ou seja, cada concentracdo deve ser preparada em
triplicata e cada nivel analisado 3 vezes. Na determinacdo da repetibilidade, as
amostras devem ser analisadas sob as mesmas condi¢bes de operagdo, no mesmo
equipamento, realizadas pelo mesmo analista em uma Unica corrida analitica. Ja na
precisao intermediaria as amostras sdo analisadas no mesmo laboratério, em pelo
menos dois dias diferentes e realizada por operadores distintos. Por fim, na
reprodutibilidade as amostras sdo analisadas em laboratérios e equipamentos
distintos e, geralmente, é verificada em estudos de colaboracgéo entre laboratérios ou
na padronizacdo de métodos analiticos para inclusdo destes em compéndios oficiais
(BRASIL, 2017b; ROCHA et al., 2018).

precisdo deve ser demonstrada pela dispersdo dos residuos e expressa por
meio do desvio padrdo relativo (DPR), obtido a partir da Equacédo 2-18, onde s é
referente ao desvio padrao e x representa a concentragcdo média do analito (BRASIL,
2017b).

DPR = .100 Eq. 2-18

Rilw

2.4.5. Limites de Deteccéo e Quantificacao (LD e LQ)

O limite de deteccéo (LD) é a menor concentracdo do analito que pode ser
detectada, porém, ndo necessariamente quantificada. Este pode ser obtido das
seguintes formas (BRASIL, 2017b):

e Razao sinal/ruido - para métodos instrumentais, € utilizada razao
sinal/ruido, maior ou igual a 2:1, em relagéo a analise de um branco;

e Meétodo visual
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e Pardmetros da curva de linearidade construida, com um intervalo de
confianga de 95 %.

Esta dltima forma de obtencdo apresenta maior confiabilidade estatistica, uma
vez que nao depende da andlise de parametros qualitativos (RIBEIRO et al., 2008;
BRASIL, 2017b; ROCHA et al., 2018). Esse intervalo de confianca € graficamente
expresso por duas hipérboles representadas acima e abaixo da curva analitica. A
intersecdo da hipérbole superior, ou seja, do limite superior com o eixo y é conhecida
como Yy critico (yc) e € expresso pela Equacdo 2-19, onde a, corresponde ao
coeficiente linear da curva analitica, a, € referente ao coeficiente angular da mesma
curva, N € o nimero total de amostras utilizadas na curva e s, € correspondente ao
desvio padrdo. A projecéo do y. na hipérbole inferior & considerada o LD (Figura 2-

17a), e pode ser expresso pela Equacgio 2-20 (GONZALEZ e HERRADOR, 2007).

1 x2
Ve = Qg + Sy.t.\/(ﬁ)+1+m Eq2-19
_ Sy_t l (yc—¥)? _
LD = 2.2 J(N) Flt s Eq. 2-20

Assim como o LD, o limite de quantificacdo (LQ) também é calculado a partir
do intervalo de confianga da curva, por meio da Equacgédo 2-23, e ode ser definido
como a menor concentracdo do analito que pode ser quantificada pelo método. A
projecéo do valor da concentracao (xc) no ponto em que um valor a, intercepta a linha
de regressao, quando projetado no limite superior e intercepta o eixo y, é conhecida
como y,. Este ultimo quando projetado no limite inferior fornece o valor de LQ, como
pode ser observado na Figura 2-17 (b). Os valores de y;,, x. € LQ sdo expressos nas
Equaces 2-21,2-22 e 2-23 (GONZALEZ e HERRADOR, 2007).

1 (xc— X )2
_ (2t 1 %2 _
Xe _(a1) '\/(N)+1+ YR (- % )2 Eq. 2-22
_ (o) 4 2t (D)1 O _
Lo =(2o2)+ 2= [(5) + 1+ T T Eq. 2-23
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x, Lb 'x,  LQ

Figura 2-17. Demonstrag&o do célculo do LD (a) e LQ (b). — adaptado (GONZALEZ e HERRADOR,
2007).

2.4.6. Robustez

A robustez demonstra a capacidade do método em resistir a pequenas
variacfes nas condicfes analiticas, tais como variacdo de temperatura, analista, dia
de andlise, entre outros, sem perda de confiabilidade. Para métodos quantitativos,
deve ser verificado se tais variagdes interferem na resposta analitica do equipamento,
ou seja, no caso do RMN, se essas variacfes influenciam na razéo entre a area do
sinal do analito e a &rea do sinal do padréo interno. Este impacto das variacdes deve
ser avaliado e expresso da mesma forma que a exatiddo para as mesmas
concentracdes (BRASIL, 2017b; ROCHA et al., 2018).
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3. ARTIGOS PRODUZIDOS

3.1. ARTIGO 1: QUANTIFICACAO DE LACTOSE POR RESSONANCIA
MAGNETICA NUCLEAR SEM O USO DE SOLVENTE DEUTERADO
(NO-D RMNQ)

RESUMO

O leite pode ser definido como uma mistura homogénea de substancias como lactose,
proteinas, glicerideos, entre outros. Dentre os carboidratos, destaca-se a lactose, i.e.,
dissacarideo composto por glicose e galactose, presente no leite bovino em
concentracéo de 4,6 %. De acordo com a Resolugéo n° 135 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), os produtos lacteos rotulados como “sem lactose”
devem conter teor de lactose igual ou menor que 1,0 mg.mL™. Dessa forma, o objetivo
deste trabalho é desenvolver e validar um método de quantificacdo do teor de lactose
por Ressonancia Magnética Nuclear (RMNq). A validacdo do método desenvolvido
seguiu as normas previstas pela Resolucdo RDC n° 136 da ANVISA, a partir das
figuras de mérito de seletividade, linearidade, limite inferior de deteccdo e
quantificacdo, exatidao, preciséo e robustez. Os resultados obtidos foram capazes de
validar o método, devido a excelente linearidade, demonstrada pelo valor de R > 0,990
e a homocedasticidade dos resultados, bem como valores de precisédo, exatidado e
robustez menores que 5 %, além de valores de LD e LQ de 0,135 mg.mL*! e
0,407 mg.mL1, respectivamente, valores esses menores que a menor concentragao
da curva e bem menores que o exigido pela legislacdo. Além disso, a técnica de RMNq

ainda foi capaz quantificar o teor de lactose em leites comerciais “sem lactose”.

Palavras-chave: RMN de 'H, quantificacdo de lactose, validacdo de método,

qgualidade do leite, leite sem lactose, intolerancia a lactose, RMNg.

3.1.1. Introducéo

O leite mais consumido ao redor do mundo € o leite proveniente da ordenha de
vaca, o qual é constituido de 87,25 % de agua, 5 % de acucar (lactose), 3,7 % de

gordura, 3,25 % de proteina (onde cerca de 2,5 % é proveniente da caseina), todos
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sintetizados na glandula mamaria e 0,8 % de minerais que se apresentam na forma
de solucgdes ibnicas (FAO/WHO, 2011; FAO, 2018).

Dentre os carboidratos, destaca-se a lactose, um dissacarideo composto por
glicose e galactose, cujo teor no leite bovino é de aproximadamente 4,6 % (PERATI
et al., 2016). O ser humano realiza a digestdo da lactose via hidrélise pela enzima
lactase, porém tal digestdo diminui ap6s o desmame, cujo fendbmeno é conhecido
como hipolactasia priméria. Individuos com deficiéncia de lactase ndo sao capazes de
hidrolisar completamente a lactose, apresentando intolerancia a esse carboidrato
(GARBALLO-RUBIO et al., 2018; GILLE et al., 2018). A lactose nédo hidrolisada atrai
agua para o intestino e, por efeito osmotico levam a motilidade gastrointestinal,
ocasionando dores abdominais e diarreia. Além disso, parte do carboidrato é
degradado por bactérias intestinais em meio &cido, liberando gas carbbnico e
resultando em colicas intestinais, nduseas, diarreia, flatuléncia, entre outros sintomas
(FAO, 2013; GARBALLO-RUBIO et al., 2018). De acordo com a Food and Agriculture
Organization of the United Nations (FAQ), a intolerancia a lactose afeta cerca de 70 %
da populagdo adulta mundial, ja na América do Sul essa porcentagem chega a 50 %
da populacéo adulta (FAO, 2013).

De acordo com a literatura, diversas técnicas tém sido bastante empregadas
na deteccdo e quantificacdo de lactose em produtos lacteos livres de lactose, dentre
elas estdo a cromatografia liquida de alta eficiéncia, a espectrometria de massas, 0
método enzimatico, a cromatografia ibnica, entre outros (FUSCH, CHOIl e ROCHOW,
2011; TRANI et al., 2017; AUSTIN e BENET, 2018; GARBALLO-RUBIO et al., 2018;
GILLE et al., 2018).

De acordo com o Ministério da Agricultura e Pecuaria Animal (MAPA), a
cromatografia liquida de alta eficiéncia regida pela 1ISO 22662, 0 método enzimatico
descrito na 1SO 26462 e a cromatografia idbnica sdo considerados métodos oficiais
para quantificar teor de lactose em leite (BRASIL, 2018b). A FAO recomenda 0 uso
da ISO 22662 na determinacao do teor de lactose presente em leite fluido, no entanto,
o Comité de Métodos de Analise e Amostragem (CCMAS) né&o indica o uso da ISO
22662 para determinagéo do teor de lactose em outros produtos derivados do leite,
uma vez que tal método exige alteracdo na massa da amostra analisada (FAO, 2018).

Diversos trabalhos presentes na literatura contestam os meétodos padréo
supracitados. O método mais utilizado na literatura é a cromatografia liquida de alta

eficiéncia com detector de indice de refragdo (HPLC-RID, em inglés). No entanto, o
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RID além de ser bastante sensivel a variacdes de temperatura e pressao, hao permite
gradiente de solventes, o0 que o torna menos especifico que outros detectores (MONTI
et al., 2017). J& o método enziméatico, apesar de possuir menos custo atrelado, ndo é
capaz de diferenciar a galactose proveniente entre a clivagem da lactose e a galactose
livre presente no leite, o que pode gerar resultados néo tao confiaveis (FUSCH et al.,
2011). Por fim, o uso da cromatografia idbnica na deteccéo e quantificacdo de lactose
ndo € tdo consolidada para leite, mas j4 tem sido estudada quando aplicada a
derivados do mesmo. Monti e colaboradores, por exemplo, desenvolveram um estudo
a fim de detectar e quantificar lactose, galactose e glicose, por cromatografia de troca
ibnica de alta performance com detector de pulso amperométrico (HPAEC-PAD, em
inglés), em queijo Grana Padano “livre de lactose”. Os valores de limite de detecgéo
e quantificacédo para a galactose e glicose foram os menores, em torno de 0,15 mg/100
g e 0,26 mg/100 g, respectivamente, para ambas as amostras. Ja os limites de
deteccdo e quantificacdo para lactose foram 0,25 mg/100 g e 0,41 mg/100 g,
respectivamente. No entanto tal estudo n&o foi aplicado para leite fluido (MONTI et al.,
2017).

Ja Trani e colaboradores desenvolveram um estudo a fim de comparar HPLC-
RI, LC/MS-MS e o método enziméatico na quantificacdo de lactose em leites UHT (Ultra
High Temperature, em inglés) comerciais. Foram analisadas amostras de leite UHT
de diferentes marcas, dentre essas, leites sem lactose e leite semidesnatados. Os
resultados mostraram que os métodos enzimatico e por HPLC-RI ndo foram capazes
de quantificar a lactose presente nas amostras analisadas, diferente do método
utilizando LC/MS-MS. Tal método demonstrou que os niveis de lactose em amostras
de leite comercial, leite 0,01 % de lactose e leite 0,1 % de lactose, foram de 5,023
9/100 mL, 0,01 g/100 mL e 0,0132 g/100 mL, respectivamente (TRANI et al., 2017).

Dentre as principais técnicas utilizadas nos estudos de alimentos, se destaca a
Ressonancia Magnética Nuclear quantitativa (RMNQ), principalmente no controle de
qualidade de alimentos e bebidas tais como vinho, cerveja, sucos, café, graviola, ovo,
pimentas, leite, entre outros (FONTANA et al., 1992; CHARLTON, FARRINGTON e
BRERETON, 2002; LACHENMEIER et al., 2005; TAVARES e FERREIRA, 2006;
NAZARI et al., 2007; LOPEZ-RITUERTO et al., 2009; MONAKHOVA et al., 2014;
ERICH et al., 2015; NASCIMENTO et al., 2017b).

E importante ressaltar que além de fornecer informagbes estruturais e

gualitativas, a RMN ainda oferece dados quantitativos simultaneamente. Dessa forma,
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a RMN(q apresenta diversas vantagens em relacdo a outras técnicas analiticas, como
nao precisar de padrdes de referéncias altamente puros e, consequentemente, mais
caros; além de dispensar o uso de padrdes internos semelhantes ao analito estudado
e, por fim, possibilita a analise de baixas concentracdes de um analito. Além disso, a
RMNq possibilita analises rapidas, ndo destrutivas e sem laborioso preparo de
amostra.

Além disso, a RMNqg pode ser considerada um método de padronizagédo
primaria, uma vez que ndo necessita a utilizacéo de padrdes de referéncia dos analitos
de interesse e, além disso, dispensa a construcdo de uma curva de calibracdo para
obtencdo do teor de um analito em uma mistura (SANTOS e COLNAGO, 2013;
ROCHA et al., 2018). Sendo assim, a RMNg se mostra mais vantajosa frente as
técnicas cromatogréficas, uma vez que estas necessitam da constru¢do de uma curva
de calibracéo para quantificacdo (SANTOS e COLNAGO, 2013; ROCHA et al., 2018).
Dessa forma, este trabalho tem o objetivo de validar a técnica de RMN de 'H na

quantificacdo de lactose em leites comerciais UHT sem o uso de solvente deuterado.

3.1.2. Materiais e Métodos

3.1.2.1. Amostras

O padréao de lactose monoidratada de classificacdo analitica foi adquirido da
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). A lactose monoidratada foi diluida em agua
ultrapura purificada utilizando um sistema MiliQ da Millipore. Para aplicacdo do
método a ser validado, foram compradas 5 marcas diferentes de leite UHT, bem como
iogurte, coalhada e creme de leite, com a descrigdo “sem lactose” em sua embalagem,
comercializadas em todo Brasil. Tais leites comerciais foram comprados em
supermercados locais.

As amostras utilizadas na construcdo do modelo de validacao, tiveram as
seguintes concentracdes de lactose: 0,25 mg.mL* (Ponto 1), 0,50 mg.mL? (Ponto 2),
0,75 mg.mL* (Ponto 3), 1,0 mg.mL* (Ponto 4), 2,0 mg.mL* (Ponto 5), 3,0 mg.mL*
(Ponto 6), 4,0 mg.mL* (Ponto 7) e 5,0 mg.mL! (Ponto 8). Inicialmente, a solucdo de
5,0 mg.mL* foi preparada em triplicata e, logo em seguida, as outras concentracdes
foram preparadas por diluigdo, utilizando agua ultrapura, a partir dessa solucao inicial.
Como padrao interno, foi utilizado 200 uL de uma solugcdo de acido 3-trimetilsilil
propidnico (TSP) em agua deuterada, numa concentracdo de 8,3 mg.mL, colocadas
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em tubo de inser¢ao coaxial. Para todas as analises, foram utilizados 500 pL de

amostra.

3.1.2.2. Analises de RMN

3.1.2.2.1. Instrumentagao

As analises de RMN foram realizadas em um espectrometro 9.4 T Varian
Agilent®, modelo VNMRS400 a uma temperatura de 26 °C. O software usado foi o
VNMR]j na verséo 4.2.

Antes de realizar as analises quantitativas, inicialmente foi necessaria a
obtencdo do tempo de relaxacdo longitudinal (T1) o qual foi obtido por meio da
sequéncia de pulso de inversao recuperacao (INVREC) apos a supresséao do sinal da
agua (~ 4,6 ppm) pela sequéncia de saturacdo do sinal (PRESAT). O tempo de
relaxacdo longitudinal (T1) foi medido para a lactose em sua menor (0,25 mg.mL?) e
maior (5,0 mg.mL™1) concentracdo. A fim de garantir o retorno da magnetizacéo de
cerca de 99,8 % dos nucleos de hidrogénio estudados, apds a aplicagdo de um pulso
utilizou-se um tempo de espera (di1) de 7xT1. Dessa forma, tendo em vista que o0 maior
T1 foi referente ao TSP (~4 s), para as analises de validagcdo e das amostras
comerciais, o tempo de espera utilizado foi de 28 s. Para todas as amostras foram
utilizados 64 scans com uma janela espectral de 6410,3 Hz, resultando em um tempo
total de analise de 35 min. O processamento dos espectros de RMN foi feito com as

correcbes manuais de fase e linha base, quando necesséario.

3.1.2.3.  RMN quantitativo (RMNQ)

A fim de tornar a RMNg em uma alternativa na quantificacdo de lactose em
leite, foi necessaria a validagdo do método proposto. No Brasil, a validacdo de
métodos analiticos para insumos farmacéuticos e alimenticios é realizada por meio da
resolucdo RDC n° 166, de 24 de julho de 2017, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA). A fim de garantir a qualidade e confiabilidade dos resultados
obtidos, tal resolucédo pede a analise das seguintes figuras de mérito: seletividade,
linearidade, exatidao, precisao, limite de detecgéo, limite de quantificacédo e robustez
(BRASIL, 2017b).
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3.1.2.3.1. Linearidade

Neste estudo, a linearidade foi obtida a partir das 8 concentragfes citadas
anteriormente, todas em triplicata. A curva foi construida pela correlacao entre a razéo
da area do sinal do analito com a area do sinal do padrdo interno (TSP) e a
concentracdo do analito na amostra (RIBEIRO, et al., 2008). Para que o método seja
validado, a ANVISA estipula trés condi¢cdes: o coeficiente de correlagcédo (R) deve ser
maior que 0,990, o coeficiente angular da curva deve ser diferente de zero e o nivel

de significancia utilizado nos testes estatisticos deve ser de 5 % (BRASIL, 2017b).

3.1.2.3.2. Exatidao

As triplicatas das concentracfes referentes aos pontos 1, 4 e 8 foram
analisadas trés vezes cada. A exatiddo é expressa pela Equacdo 3-1, onde
Cexperimentar € referente a concentragéo obtida a partir da curva analitica e C €

referente a concentracao tedrica (BRASIL, 2017b; ROCHA, et al., 2018).
Exatidio % = “eperinenat 19 Eq. 3-1

3.1.2.3.3. Precisao

Assim como nos ensaios de exatiddo, as triplicatas das concentracdes
referentes aos pontos 1, 4 e 8 foram analisadas trés vezes cada (BRASIL, 2017b). A
precisdo € expressa por meio do desvio padrédo relativo (DPR), obtido a partir da
Equacédo 3-2, onde s é referente ao desvio padrdo e x representa a concentracao
média do analito.

DPR = .100 Eq. 3-2

Rilw

3.1.2.3.4. Limites de Deteccao e Quantificacdo (LD e LQ)

O limite de deteccao (LD) foi obtido por meio da curva analitica com intervalo
de confianca de 95 %. Essa forma de obtencdo apresenta maior confiabilidade

estatistica frente a parametros qualitativos como relag&o sinal-ruido e o método visual
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(RIBEIRO, et al., 2008; BRASIL, 2017b; ROCHA, et al., 2018). O LD foi obtido por
meio da Equagao 3-4, onde s, corresponde ao desvio padrdo, a, referente ao
coeficiente angular da curva, N € o numero total de amostras utilizadas e y.é oy
critico obtido pela Equacao 3-3. Onde a, corresponde ao coeficiente linear da curva
analitica (GONZALEZ e HERRADOR, 2007; RIBEIRO, et al., 2008).

1 X2
Ve = Qg + %,.t.\/(;)ﬁ‘li‘m Eqg. 3-3
_ Sy .t l Ye—9)? _
=22 () 41+ gpe s R Eq. 3-4

O limite de quantificacdo (LQ) também € calculado a partir do intervalo de
confianca da curva, por meio da Equacio 3-7 (GONZALEZ e HERRADOR, 2007;
RIBEIRO, et al., 2008).

= l (xc—x)? )
Yp = Qg + Z.Sy.t.\/(N)+1+—Z?=1(xi—f)2 Eq35

— (2t 1 %2 _
Xe = ( a, ) \/(N) +1+ (- X )2 Eq. 3-6

= (L) 4 22 (2 __On=p? ]
LQ o ( aq ) + aq .\/(N) +1+ a% i Z?=1(xi—f)2 Eq. 3-7

3.1.2.3.5. Robustez

A robustez demonstra a capacidade do método em resistir a pequenas
variacfes nas condicbes analiticas, tais como variacdo de temperatura, analista, dia
de analise, entre outros, sem perda de confiabilidade. Tais variacdes sdo expressas
da mesma forma que a exatiddo. Neste estudo, os testes de robustez foram realizados
variando os dias de andlise, utilizando as mesmas amostras analisadas nos testes de
precisdo e exatiddo e re-analisados um més depois (GONZALEZ e HERRADOR,
2007; RIBEIRO, et al., 2008; BRASIL, 2017b).
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3.1.2.4. Analises de leites e derivados comerciais UHT “sem lactose”

Foram analisadas amostras de leite comerciais UHT de cinco marcas diferentes
de circulacdo nacional, bem como iogurte, coalhada e creme de leite, cujas
embalagens os rotulam como “sem lactose ou 0 % lactose”. No Brasil, de acordo com
a Resolugdo n° 135 da ANVISA, os produtos lacteos rotulados como “zero lactose” ou
“0 % lactose” devem conter teor de lactose igual ou menor que 100 mg a cada 100 g
ou 100 mL do produto. Produtos com este teor sdo considerados “seguros” para o
consumo por pessoas intolerantes a lactose, sendo importante que tais produtos
estejam de acordo com a legislacéo vigente citada anteriormente (BRASIL, 2017a).
Apéds a homogeneizacédo do contetdo, foram retiradas aliquotas de 500 uL do topo,
do meio e do final da embalagem, a fim de garantir amostras mais homogéneas entre
si. Como padrao interno, foi utilizado 200 yL de uma solugdo de TSP em agua
deuterada, em uma concentracdo de 8,3 mg.mL?, colocadas em tubo de insercéo

coaxial. Para todas as analises, foram utilizados 500 yL de amostra.

3.1.3. Resultados e Discussao

3.1.3.1. \Validagcao do método

3.1.3.1.1. Seletividade

A fim de verificar a seletividade do método, os espectros de RMN de 1H da
solucdo de 5,0 mg.mL? e do padrdo interno utilizado, TSP, foram obtidos e
sobrepostos, como pode ser observado na Figura 3-1. A partir desta sobreposicao é
possivel observar que os sinais ndo se sobrepdem, uma vez que o sinal referente ao
TSP apresenta deslocamento quimico entre 0 e 0,2 ppm e, portanto, ndo interfere na
obtencéo dos sinais da lactose. Além disso, na Figura 3-1, foi feita a sobreposicdo da
solucéo de lactose e leite puro UHT comercial, a fim de verificar quais s&o os sinais
referentes a lactose que estdo presentes no espectro de leite, com o intuito de

escolher o sinal que sera utilizado na quantificacdo de lactose no leite.
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Figura 3-1. Sobreposicao dos espectros de RMN de *H do padrdo interno (TSP), lactose e leite UHT
puro, a fim de demonstrar a seletividade do método. No detalhe, a estrutura quimica da lactose, onde
o0 hidrogénio em destaque é referente ao dupleto em ~ 5.2 ppm do espectro.

E possivel observar que a regido entre 0,6 ppm e 4,8 ppm ha muita
sobreposicao dos sinais e, dessa forma, a escolha do sinal para integracdo néao é
possivel. No entanto, tal sobreposicdo ndo ocorre na regiao apés 5,0 ppm, onde se
encontra apenas um dupleto em ~ 5,2 ppm, o qual esta presente tanto na amostra de
lactose quanto na amostra de leite, logo sera o sinal utilizado para quantificacdo da
lactose em leite. Tal dupleto € referente ao hidrogénio da lactose destacado na Figura
3-1.

3.1.3.1.2. Linearidade

A partir da curva de linearidade (Figura 3-2a) foram obtidos os coeficientes de
determinacéo (R?) e de correlacéo (R), onde este Ultimo deve ser maior que 0,990, de
acordo com a ANVISA. O valor de R obtido a partir da curva foi de 0,9995, ou seja,
valor maior que o exigido pelo orgédo de regulamentacdo. Além disso, a linearidade
também foi avaliada com base no teste da Analise das Variancias (ANOVA),
representado na Tabela 3-1, e na obtencdo do gréfico de dispersdo dos residuos

(Figura 3-2b). Para determinar se o0 modelo poder utilizado para quantificacdo, é a fim
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preciso avaliar se ele apresenta carater homocedastico com base na homogeneidade
da variancia dos erros experimentais. O teste de Cochran foi utilizado para verificar se
o valor da variacdo dos erros experimentais calculado é menor que o valor tedrico.
Com um nivel de significancia de 5 %, o valor tedrico obtido do teste de Cochran para
8 niveis a partir de 8 concentracdes, em triplicata, foi de 0,516, enquanto o valor
calculado foi de 0,156, o que confirma o carater homoscedastico do modelo e o grafico
de disperséao residual mostrado em Figura 5-2b. O teste de Fischer (teste F) — raz&o
de variacao entre médias da amostra e variacdo dentro das amostras — também foi
realizada para verificar a significancia entre a concentracdo e a razdo analito /
integragdes padrdo internas. A Tabela 3-1 mostra que os valores calculados de F
foram 10.000 vezes superiores aos valores de F fixados para 71 graus de liberdade.

Assim, a equacédo da linha de tendéncia pode ser usada para determinar o contetdo

de lactose.
10,00 0,06
9,00 y = 1,7751x + 0,0055 . ® P °
o 800 R2=0,9998 .. 0,04 °
2 7,00 o °e
—— 002 | o ° °
< 6,00
~ ” 0 () o ©
% 5,00 o | B
< 4,00 = 0 2 6
S 4 * 0,02 e
— 3,00 .
— 2,00 ' -0,04
1,00  @° °
0,00 d -0,06
0 2 4 6 ) )
-0,08
Concentracdo de lactose (mg mL1) Concentracdo de lactose (mg mL1)

Figura 3-2. a) Curva de linearidade da lactose construida a partir do sinal com deslocamento quimico
igual a 5.2 ppm do espectro de RMN de 'H e b) Grafico de dispersao dos residuos da curva

Tabela 3-1. Andlise de Variancias (ANOVA) da regressao

Qrau de Som,a_ Méd,ia. F Homocedasticidade
Liberdade Quadratica Quadratica
Regresséo 1 204,5 204,50 3,904E4 0,156
Residual 70 0,0366 5,237E-4
Total 71 204,536
Valores tabelados 3,98 0,516

3.1.3.1.3. Exatidao
A exatidado foi determinada a partir da analise de trés pontos da curva de
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linearidade, que representam as concentracdes baixa (0,25 mg.mLt), média (1,0
mg.mL?) e alta (5,0 mg.mL?1). A

Tabela 3-2 mostra que todos 0s pontos apresentaram erro abaixo de 5 %,
conforme pede a legislagdo. No entanto, nota-se que o ponto 8 apresentou erros
guase nulos, em detrimento dos pontos 1 e 4 que apresentaram erros pouco maiores,
porém ainda menores que 5 %. Essa diferenca nos valores também pode ser atribuida

a erros nas etapas de diluicdo a fim de alcancar menores valores de concentragao.

Tabela 3-2. Valores de exatiddo (em %) para os analitos em baixa, média e alta concentracéo.
Concentragdo (mg.mL?')  Exatiddo (%) Precisdo (%) Robustez (%)

0,25 (Ponto 1) 104,6 0,616 95,9
1,00 (Ponto 4) 102,7 0,138 97,4
5,00 (Ponto 8) 100,6 0,006 101,4

3.1.3.1.4. Precisao

O calculo da preciséo foi realizado baseado no parametro de repetibilidade,
conforme recomenda a ANVISA, na RDC no 166 (BRASIL, 2017b). A partir dai, foram

obtidos os desvios padréao relativo (DPR) e, 0s mesmos estdo descritos na

Tabela 3-2. A ANVISA regulamenta que o desvio padréo relativo deve ser abaixo

de 5 %, atendendo assim a legislag&o vigente.

3.1.3.1.5. Limites de Deteccéo e Quantificagéo (LD e LQ)

Segundo a ANVISA, os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) podem
ser obtidos por meio do método visual, da relacdo sinal-ruido (baseado na
determinacdo do branco) ou pela curva de linearidade (BRASIL, 2017b). Nesse
estudo, os limites foram obtidos por meio da curva de linearidade, a partir das
Equacdes 3-9 e 3-12. Os valores de LD e LQ foram 0,135 mg.mL* e 0,407 mg.mL,
respectivamente. Isso mostra que o LD obtido € menor que a menor concentracéo
usada na construcdo da curva. E importante observar que ambos os limites sdo muito
inferiores a menor concentracdo de lactose permitida, por legislacdo, em leites UHT
rotulados como “isentos de lactose” (1,0 mg.mL?). Além disso, o valor LQ mostra que
a técnica RMNq pode quantificar, com excelente confiabilidade, as concentracdes de
lactose pela metade do exigido pela legislagdo (BRASIL, 2017a).
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3.1.3.1.6. Robustez

A avaliagdo desta figura de método foi realizada a partir das analises dos pontos
1, 4 e 8 em dias diferentes. As amostras foram armazenadas na geladeira a
temperatura de -3 °C ao abrigo da luz, e foram novamente analisadas apos 30 dias.
A partir dai, novos espectros e, consequentemente, novas integracdes foram obtidas

e o0s resultados foram comparados, conforme

Tabela 3-2. A partir dos resultados, é possivel observar uma variagdo menor que
5 % nos valores obtidos da segunda analise em relacédo a primeira. Isso mostra que a
variacdo das condi¢fes citadas, tiveram pouca influéncia nos resultados pelo método

proposto para a RMNg, explicitando a robustez do método e da técnica.

3.1.3.2. Quantificacdo da lactose em amostras de leite UHT comercial “sem lactose”

Apbs o estudo de validacdo do método de quantificacdo de lactose por RMNQ,
foi possivel observar que o método atendeu a todas as exigéncias do 6rgao legislador.
A partir dai o método foi entdo aplicado na quantificacdo de lactose em leite, iogurte,
coalhada e creme de leite UHT comerciais rotulados como “sem lactose” ou “0 %
lactose”. De acordo com a RDC n° 135 da ANVISA, para que o leite UHT seja rotulado
como “sem lactose” ou “0 % lactose”, estes devem conter no maximo 1,0 mg.mL* de
lactose (BRASIL, 2017a).

Dessa forma, o método de quantificacéo proposto foi aplicado a 5 marcas de
leite UHT e aos derivados comerciais rotulados como “sem lactose” adquiridos em
supermercados locais. Logo depois, as amostras foram analisadas em triplicata por
RMN de !H, e a sequéncia de presaturacdo (PRESAT) saturando-se o sinal da agua
(~ 4,6 ppm). Na Figura 3-3, é possivel observar a sobreposicdo dos espectros da
lactose a 5,0 mg.mL* e um leite rotulado como “sem lactose”. Nota-se que o dupleto
em ~ 5,2 ppm esta presente em ambas as amostras, ou seja, o sinal referente a

lactose também esta presente no leite “sem lactose”.
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Figura 3-3. Sobreposicao dos espectros de RMN de 'H da solugdo de lactose a 5,0 mg.mL™! e o leite
UHT rotulado como “sem lactose”, a fim de demonstrar a presenga de lactose no leite “sem lactose”
pela presenca do dupleto em ~ 5.2 ppm.

ApOs isso, 0s sinais presentes no leite “sem lactose” em ~ 5,2 ppm foram
integrados e a concentracdo da lactose foi obtida a partir desta integragcdo em
relacdo a integracdo do TSP, utilizado como padréo interno. Para o célculo do teor
de lactose no leite, os calculos foram realizados através da curva de linearidade (y =
1,7751x + 0,0055) obtida para o sinal em & = 5.2 ppm, uma vez que ndo foram
identificados sinais que o sobrepde, como pode ser observado na expanséo do sinal
na Figura 3-3. As concentracdes experimentais (Cexp) Obtidas por meio da equacgao

da reta, em mg.mL™?, estdo dispostas na Tabela 3-3.
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Tabela 3-3. Concentracdo experimental de lactose em leite UHT comercial "sem lactose" obtida por
meio da curva de linearidade.

Amostras Integracdo  Cexp (Mg.mL?1) Desvio Padréo (%)
Leite 1 0,524 0,231 0,717
Leite 2 0,464 0,167 0,377
Leite 3 0,451 0,153 0,478
Leite 4 0,458 0,167 0,204
Leite 5 0,456 0,159 0,0436
logurte 0,501 0,279 0,214
Coalhada 0,505 0,281 0,222
Creme de leite 0,472 0,263 0,209

A partir da Tabela 3-3, é possivel observar que todas as amostras de leite,
iogurte, coalhada e creme de leite UHT comercial rotuladas como “sem lactose” ou
“0 % lactose” possuem lactose em sua composigao teores permitidos pela legislacéo
(1,0 mg.mL"1). De acordo com a ANVISA, o valor determinado pela legislacéo é o
limite seguro de consumo de lactose para intolerantes ao mesmo, uma vez que o
consumo acima do permitido pode causar célicas intestinais, nauseas, diarreia e
flatuléncia. Sendo assim, frente aos resultados obtidos pode-se afirmar que a RMNq
também pode ser usada como um instrumento de quantificacdo de lactose em leites

UHT comerciais.

3.1.4. Conclusao

A partir do estudo realizado, foi possivel observar que o método de
quantificacédo de lactose por RMN de 'H sem o uso de solvente deuterado mostrou
ser bastante eficaz. Tal eficacia péde ser observada por meio dos excelentes
resultados das figuras de mérito utilizadas na validagdo do método proposto. Além da
excelente linearidade, demonstrada pelo valor de R > 0,990 e a homocedasticidade

dos resultados, bem como valores de precisdo, exatidao e robustez menores que 5 %,
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além de valores de LD e LQ em torno de 0,135 mg.mL' e 0,407 mg.mLY,
respectivamente, valores esses menores que a menor concentragcdo da curva e bem
menores que o exigido pela legislacdo na comercializacdo de leites UHT rotulados
como “sem lactose” (1,0 mg.mL™). E importante ressaltar que o método de RMNq de
'H obteve resultados bastantes satisfatérios em sua validacdo e, portanto, pode ser
utilizado como alternativa na quantificacdo de lactose em leite, em detrimento das
outras técnicas ja utilizadas atualmente com suas limitacfes citadas anteriormente,
principalmente devido ao tempo de analise de apenas 36 min.

Além disso, apos a validacao do método, este foi aplicado na quantificacéo de
lactose em leites, iogurte, coalhada e creme de leite UHT comercias rotulados como
“sem lactose” ou “0 % lactose”. Estes, de acordo com a RDC n° 135 da ANVISA,
devem ser menores que 1 mg.mL*, e apds a quantificacdo da lactose por meio da
curva de linearidade da validacdo, foram obtidos valores de lactose dentro do limite
permitido pela legislacdo em todas as amostras analisadas. Qualquer alteracédo nesta
concentracdo pode ser bastante nociva aos intolerantes a esse dissacarideo, uma vez
que estes sao os principais consumidores de produtos “sem lactose”. Dessa forma,
nota-se a importancia de tal quantificacdo em leites e derivados UHT e o impacto de

tal alteracdo na saude de pessoas intolerantes a lactose.
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3.2. ARTIGO 2: DETECCAO POR DT-RMN DA ADULTERAGCAO DE LEITE
COMERCIAL UHT

RESUMO

Leite sem outra especificacdo pode ser definido, de acordo com o Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), como o produto oriundo da completa
ordenha de vacas sadias, em condicdes de higiene. Atrelado ao alto consumo, o indice
de ndo conformidades do leite e produtos lacteos, no Brasil, também é bastante
expressivo, como divulgado no Anuério dos Programas de Controle de Alimentos de
Origem Animal do Departamento de Inspecdo de Produtos de Origem Animal
(DIPOA), esta em torno de 20 % em ensaios fisico-quimicos e microbiologicos. E
importante ressaltar que em tais ensaios foi visado a deteccdo da adicdo de
substancias proibidas, tais como soro, acUcares, sais, conservantes, entre outros.
Dentre as técnicas mais utilizadas para o estudo deste leite estdo o infravermelho,
Raman, ultravioleta e a ressonancia magnética nuclear (RMN). No entanto, de acordo
com uma vasta busca em bases de pesquisa, poucos estudos envolvendo leite na
Ressonancia Magnética Nuclear, tanto de alta resolucdo quanto de baixa resolucéo,
foram publicados, o que torna este projeto um desafio. Dessa forma, a realizagéo
desse estudo espera trazer imensas contribuicfes para difusdo da técnica aplicada

ao leite e derivados.
Palavras-chave: Ressonancia Magnética Nuclear, leite, laticinios
3.2.1. Introducéo

O leite oriundo da completa ordenha de vacas sadias, em condi¢des de higiene,
€ composto, principalmente, por agua, gordura, proteinas, carboidratos e alguns
minerais que se apresentam na forma de solugBes ibnicas. Algumas destas
substancias, como gordura e associados, se apresentam na forma de emulsées,
algumas em suspenséo e outras em verdadeira dissolucao, tais como lactose, sais e
proteinas do soro (ORDONEZ et al., 2007). De acordo com o Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), ao longo de 2017, foram produzidos mais de 24 bilhdes
de litros de leite cru ou resfriado em todo o Brasil e, dessa forma, passou a ser o quarto
maior produtor mundial de leite, o que ilustra a grande importancia deste produto na

economia brasileira (IBGE, 2019).



87

De acordo com o “United States Department of Agriculture”, o Brasil esta entre
0s maiores produtores de leite do mundo, ocupando a sexta colocacéo, atras apenas
da Unido Europeia, Estados Unidos, india, Russia e China. Em 2018, a producio de
leite no Brasil alcangou aproximadamente 23 milhdes de toneladas de leite, enquanto
a Unido Europeia produziu cerca de 154 milhfes de toneladas. J4 em relacdo ao
consumo, o Brasil se encontra na 52 colocacdo, com quase 10 milhdes de toneladas
de leite consumidas, atras da india, Unido Europeia, Estados Unidos e China (USDA,
2018). De acordo com a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA),
em 2017, o consumo de leite no Brasil ao longo de todo o ano foi cerca de 166 litros
por habitante (EMBRAPA, 2018).

Atrelado ao alto consumo e producdo, o indice de ndo conformidades de leite
e produtos lacteos, no Brasil, também é bastante expressivo, de acordo com o
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, estd em torno de 20% em
ensaios fisico-quimicos e microbiolégicos. E importante ressaltar que em tais ensaios
foi visado a deteccdo da adicao de substancias proibidas, tais como soro, acucares,
sais, conservantes, entre outros (BRASIL, 2018c). A partir de tais dados é possivel
observar, portanto, a importancia da deteccdo da adulteracdo do leite, visando a
qualidade do produto vendido para o consumidor final.

A adulteracéo de leite visa principalmente a diluicho do mesmo ou adicdo de
produtos de mais baratos e de menor qualidade, visando aumentar o volume do leite,
mascarar a qualidade ruim do leite, aumentar a sua vida (til, entre outros. Inicialmente,
a adulteracdo mais comum no leite era feita com agua, uma vez que isto aumenta o
volume de leite (NASCIMENTO et al., 2017b). Muitas vezes tais adulterantes néo
prejudicam o consumidor apenas financeiramente, mas pode acarretar sérios
problemas de salude, uma vez que muitas vezes sao adicionados produtos quimicos
(SOUZA et al., 2011). No Brasil, dentre os principais adulterantes estdo a agua,
peréxido de hidrogénio, acucares, urina, entre outros (SANTOS, PEREIRA-FILHO e
RODRIGUEZ-SAONA, 2013; SANTOS, PEREIRA-FILHO e COLNAGO, 2016).

A literatura apresenta a utilizacdo de diversas técnicas para a analise e
caracterizacdo de leite, tais como espectroscopia na regido do infravermelho
(SOYEURT, MISZTAL e GENGLER, 2010; AERNOUTS et al., 2011; RODRIGUEZ-
SAONA e ALLENDOREF, 2011; SANTOS, PEREIRA-FILHO e RODRIGUEZ-SAONA,
2013a; SANTOS, PEREIRA-FILHO e RODRIGUEZ-SAONA, 2013b), Raman (ZHANG
et al., 2010; LOU et al., 2011; YAO et al., 2016) e a ressonancia magnética nuclear
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tanto de alta resolucdo (ROUGE et al., 2013; ERICH et al., 2015; AU, WANG e
ACEVEDO, 2016).

A técnica de RMN no dominio do tempo (TD-NMR) tem se destacado bastante
por possuir uma andlise rapida, ndo ser destrutiva e dispensar o preparo de amostra.
A TD-NMR € uma técnica consolidada industria petrolifera, no estudo de petroleo e
qualidade de combustiveis (BARBOSA et al., 2013; MORGAN et al., 2014; CUNHA,
CASTRO e BARBOSA, 2016; ROMANEL et al., 2018). No entanto, na industria
alimenticia tal técnica esta se consolidando como uma excelente alternativa na anélise
da qualidade de alimentos como mel (RIBEIRO et al., 2014), carne (SANCHEZ-
ALONSO et al., 2012), frutas (RODRIGUEZ et al., 2013), entre outros. Porém, tal
técnica tem dado seus primeiros passos quando aplicada no estudo de leite e
derivados (CASTELL-PALOU et al.,, 2011; COLNAGO et al.,, 2011; SANTOS,
PEREIRA-FILHO e COLNAGO, 2016).

Aernouts e colaboradores estudaram a capacidade do infravermelho préximo e
visivel em predizer teores de gordura, lactose, proteinas e ureia no leite cru. Foram
feitos ensaios utilizando dois modos de medida, o de refletancia e de transmitancia. A
partir dos valores do coeficiente de correlacdo (R?), os autores observaram que as
medidas de refletancia foram capazes de prever apenas os teores de proteina
presente no leite. Ja as medidas de transmitancia foram capazes de predizer os teores
de gordura e lactose. Porém, nenhumas das duas medidas foi capaz de determinar o
teor de ureia no leite (AERNOUTS et al., 2011).

Erich e colaboradores desenvolveram um estudo com o intuito de diferenciar
leite UHT organico e convencional. As amostras foram coletadas e analisadas por *H,
13C NMR e espectrometria de massas de razdo isotépica (IRMS), a partir dai os
resultados foram combinados com analises quimiométricas. Os autores concluiram
gue as técnicas combinadas foram capazes de diferenciar os dois tipos de leite com
uma taxa de classificacdo de 95 %, enquanto que apenas por RMN essa taxa foi de
81 % e por IRMS foi de cerca de 90 % (ERICH et al., 2015).

Em 2008, o mundo foi surpreendido com um escandalo na China, onde leite em
po6 infantil era adulterado com melamina. Na época, cerca de 6 crian¢cas morreram e
outras tiveram diversos problemas de saude, dentre eles alguns tipos de cancer. A
partir dai, a fiscalizacédo da qualidade do leite comercializado foi intensificada ao redor
do mundo (EFSA, 2010). A fim de contribuir nessa fiscalizagdo, na literatura sao

encontrados diversos estudos que envolvem a deteccdo e quantificagdo da
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adulteracao de leite comercial. Por exemplo, Santos e colaboradores desenvolveram
um estudo a fim de detectar e quantificar a adulteracdo de leite. Foram utilizadas
amostras comerciais de leite e os adulterantes utilizados foram soro, peroxido de
hidrogénio, urina sintética, ureia e leite sintético. As amostras foram analisadas por
MIR-microspectroscopy (4000-700 cm, com resolucdo de 4 cm™ e 18 scans) e para
ajudar na compreensao dos resultados foram utilizados modelos quimiométricos, onde
a Regressao Parcial dos Minimos Quadrados (PLSR) mostrou erros muito pequenos
para quantificacdo do cinco adulterantes nas misturas. Dessa forma, os autores
concluiram que a técnica proposta foi capaz de detectar e quantificar os adulterantes
nas amostras de leite comercial (SANTOS, PEREIRA-FILHO e RODRIGUEZ-SAONA,
2013a).

A deteccdo e quantificacdo da adulteracdo de leite comercial também foi
estudada por TD-NMR num estudo realizado por Santos e colaboradores (2016).
Nesse trabalho, os autores tinham como objetivo detectar e quantificar soro, peroxido
de hidrogénio, urina sintética e leite sintético por TD-NMR. Inicialmente, os autores
observaram que a técnica sozinha ndo era capaz de diferenciar os tipos de
adulterantes entre si, uma vez que os valores do tempo de relaxacéo transversal (T2)
nao tinham diferencas significativas. Para isso, foi utilizado entdo modelos
guimiométricos a fim de distinguir os adulterantes entre si. Os autores utilizaram
modelos PLSR e, a partir dai, foi possivel concluir que a TD-NMR atrelada a andlises
quimiométricas é capaz de detectar, quantificar e distinguir os tipos de adulterantes
utilizados em leite comercial (SANTOS, PEREIRA-FILHO e COLNAGO, 2016).

Em 2007, a policia federal brasileira realizou a operagcdo nomeada “Ouro
Branco” que levou a publico diversas adulteragdes realizadas por cooperativas
(BRASIL, 2012). Em uma das fases desta operacdo, foi descoberto que eram
adicionados soda caustica, peréxido de hidrogénio, sal, acucar, agua, formaldeido,
entre outros adulterantes no leite comercializado por grandes marcas brasileiras. A
partir dai diversos estudos foram desenvolvidos a fim de fiscalizar melhor a qualidade
desse alimento. Tanto que, em 2006, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento emitiu uma instrugdo normativa com todos 0s ensaios e suas
respectivas metodologias que deveriam ser realizadas no leite cru (BRASIL, 2006).
Em 2018, foi emitido pela mesma instituicdo o Manual de Métodos Oficiais para
Analise de Alimentos de Origem Animal com a atualizacdo desses ensaios (BRASIL,
2018b).
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Este trabalho teve como objetivo detectar e quantificar a adulteracéo de leite
UHT comercial por TD-NMR a partir do tempo de relaxacdo transversal (T2) e
comparar os resultados obtidos com as andlises propostas pelo Manual de Métodos
Oficiais para Analise de Alimentos de Origem Animal.

3.2.2. Materiais e Métodos

Foram selecionadas e coletadas amostras de leite UHT comercial de 4 marcas
diferentes em supermercados locais. Os adulterantes utilizados neste estudo foram a
agua, o hidréxido de sédio, o perdxido de hidrogénio, o amido e hipoclorito de sédio e
todos eles foram obtidos em supermercados locais.

Os ensaios de TD-NMR foram realizados no espectrédmetro Maran Ultra-2
fabricado pela Oxford Instruments Molecular Biotools Ltda, de campo magnético de
52 mT, correspondendo a uma frequéncia de 2,2 MHz para o ndcleo 'H. Para cada
porcentagem de adulterante no leite foram realizados trés medidas que resultaram em
curvas de CPMG (Carr-Purcell_Mayboon-Gil). A partir das curvas de decaimento de
CPMG, os valores de tempo de relaxacgéao transversal (T2) foram obtidos por meio do
ajuste monoexponencial realizado no programa WinFit®. Tais valores de T2 foram
posteriormente correlacionados com suas respectivas porcentagens de adulterante.
Inicialmente, os pulsos de 90° e 180° sdo calibrados com cerca de 25 g de agua
destilada. Logo depois, sdo realizados experimentos de CPMG a fim de obter medir o
tempo de relaxacdo transversal (T2) da agua destilada, leite UHT comercial,
adulterantes e as respectivas misturas de leite e adulterante. Para calibragdo com
agua destilada, os parametros utilizados foram: NS 4, nimero de ecos (NECH) de
32768, RD 15 s e TAU 200 ps.

3.2.2.1. Adulteragdo com agua

As amostras de leite UHT comercial foram adulteradas com agua destilada nas
seguintes proporgdes: 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 30 %, 40 % e 50 %. Para as analises
de DT-RMN, utilizou-se os seguintes parametros NS 4, numero de ecos (NECH) de
20.480, RD 8 s e TAU 200 us. As amostras também foram analisadas pelo método
“Densidade relativa a 15 °C” proposto pelo MAPA (BRASIL, 2018b). O experimento
consiste na imersao do termolactodensimetro na amostra e provocara um

deslocamento do liquido, marcando a densidade real do leite em uma dada
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temperatura. O termolactodensimetro 15/40 x 1g/mL 285mm calibrado a 15 °C da
marca Incoterm, onde a densidade é dada inicialmente em graus Quevenne e depois,

convertida para g.mL"".

3.2.2.2. Adulteragao com hidroxido de sédio

As amostras de leite UHT comercial foram adulteradas com soda caustica
comercial 98 %, nas seguintes proporcdes: 0,1 mg.mL?, 0,2 mg.mL?, 0,3 mg.mL?,
0,4 mg.mL?! e 0,6 mg.mL?. Para as andlises de DT-RMN, utilizou-se os seguintes
parametros NS 4, numero de ecos (NECH) de 4096, RD 8 s e TAU 200 us. As
amostras também foram analisadas pelo método “Acidez em leite fluido” proposto pelo
MAPA (BRASIL, 2018b). O experimento consiste, inicialmente, na diluigdo de 20 mL
da amostra de leite em 40 mL de &gua ultrapura purificada utilizando um sistema MiliQ
da Millipore® e, logo depois, € realizada a titulacdo da amostra diluida com uma
solucéo de hidréxido de sdédio 0,1 mol.L?, utilizando 2 mL de fenolftaleina a 1 % (m/v)
como indicador. Como padrao de coloracao para o final da titulagdo, em uma solucao
de leite diluida, utilizou-se 100 yL de uma solugéo preparada com 0,06 g fucsina

béasica Vetec® em 100 mL de alcool etilico absoluto.

3.2.2.3. Adulteragdo com peréxido de hidrogénio

As amostras de leite UHT comercial também foram adulteradas com peroxido
de hidrogénio (H202), obtido a partir de agua oxigenada comercial com 3 % de H202.
As adi¢cdes foram feitas nas seguintes proporcdes: 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 30 %, 40 %
e 50 % (v/v). Para as analises de DT-RMN, utilizou-se os seguintes parametros NS 4,
numero de ecos (NECH) de 4096, RD 8 s e TAU 200 ps. As amostras também foram
analisadas pelo método “Deteccdo de peroxido de hidrogénio” proposto pelo MAPA
(BRASIL, 2018b). O experimento consiste, na adi¢cdo de 2 mL de leite cru a de 10 mL
de amostra e posterior aquecimento em banho-maria a 35 °C por 5 minutos para
ativacdo da enzima peroxidase. Logo depois, sédo adicionados 2 mL de uma solucao
hidroalcoolica de guaiacol a 1 % e, apds agitagdo e espera de 5 minutos, se positivo,
€ observado o desenvolvimento de coloragcao salmao na amostra. Por fim, é realizada

uma confirmagao do positivo, onde sédo adicionadas 5 gotas de H202 a 3 % (v/v) e,
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caso nao desenvolva a coloragao azul, deve ser utilizado outro leite cru como fonte de

peroxidase.

3.2.2.4. Adulteragdo com hipoclorito de sodio

As amostras de leite UHT comercial também foram adulteradas com hipoclorito
de sodio, obtido a partir de agua sanitaria comercial. As adicbes foram feitas nas
seguintes proporcdes: 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 30 %, 40 % e 50 % (v/v). Para as
andlises de DT-RMN, utilizou-se os seguintes parametros NS 4, niumero de ecos
(NECH) de 4096, RD 8 s e TAU 200 ys. As amostras também foram analisadas pelo
método “Cloretos em leite fluido — qualitativo” proposto pelo MAPA (BRASIL, 2018b).
O experimento consiste, na adicdo de 4,5 mL de solucao de nitrato de prata (AgNO3)
e, logo depois é feita a agitacdo e posterior adicdo de 0,5 mL de cromato de sddio
(K2CrOa). Se positivo, € observada coloragdo amarela na amostra sem precipitados

vermelhos.

3.2.2.5. Adulteragdao com amido

As amostras de leite UHT comercial também foram adulteradas com amido de
milho de sédio. As adicBes foram feitas com solucdo de amido de milho a 1 % (m/v)
nas seguintes proporcées: 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 30 %, 40 % e 50 % (v/v). Para as
analises de DT-RMN, utilizou-se os seguintes parametros NS 4, numero de ecos
(NECH) de 4096, RD 8 s e TAU 200 ps. As amostras também foram analisadas pelo
método “Amido — qualitativo”, proposto pelo MAPA (BRASIL, 2018b). A andlise
consiste, no aquecimento de 10 mL de amostra do leite adulterado até ebulicdo, em
banho-maria e, apds a espera de 5 minutos o tubo contendo a amostra foi resfriada
em agua corrente. Por fim, foi adicionada 2 a 3 gotas de lugol, preparada pela
dissolucdo de 2,5 g de iodeto de potassio (KI) e diluida para 25mL. O teste é
considerado positivo se for observado o aparecimento da coloracéo entre acinzentado

e azul royal.

3.2.3. Resultados e Discussao

ApOs a coleta das amostras, os quatro leites comerciais UHT denominados 1,
2, 3 e 4 foram analisados na RMN no dominio do tempo (DT-RMN), a fim de conhecer
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o tempo de relaxagéo transversal (T2) a partir da técnica de CPMG. A Figura 3-4
mostra a curva de variagao da intensidade normalizada com o tempo das amostras
de leite e, observou-se que, estas possuem decaimento exponencial bem
semelhantes entre si. A partir das curvas de decaimento, o programa WinFit® foi
utilizado para obter os valores de T2 das amostras por meio de um ajuste
monoexponencial feito nas curvas e, como esperado, os leites apresentaram T2
bastante semelhantes, entre 0,174 e 0,176 s, como pode ser observado na Tabela
3-4.
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Figura 3-4. Curvas de decaimento da intensidade normalizada com o tempo, do sinal obtido via CPMG,
para os leites 1, 2, 3 e 4 sem a adi¢édo de adulterantes.

Tabela 3-4. Valores de T> das amostras de leites UHT comerciais sem adulterantes.

Amostras T2 (s)
Leite 1 0,174
Leite 2 0,174
Leite 3 0,174
Leite 4 0,176

Apos a obtencao das curvas de decaimento de CPMG dos leites UHT, foram
realizadas as adulteracbes das 4 marcas de leite com agua, hidroxido de sodio,
peroxido de hidrogénio, hipoclorito de sddio e amido, nas concentragdes previstas. A
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partir da técnica de CPMG foram obtidas as curvas de decaimento e, logo depois os
valores de T2 que foram plotados em curvas de calibragao, de acordo com a respectiva
concentragéo de adulterante adicionada (Figura 3-5). Nesta figura, € possivel observar
que, as adulteragdes com agua, amido, hipoclorito de sodio e perdxido de hidrogénio
apresentaram valores de T2 crescentes com o aumento da concentragdo de seus
respectivos adulterantes. Nas adulteragées com agua, hipoclorito de sédio e amido,
esse aumento de T2 acontece pela maior disponibilidade de prétons ('H) devido a
diluicdo da amostra que levam ao decréscimo da sua viscosidade, a qual é
inversamente proporcional ao valor de T2. Esperava-se que os valores do tempo de
relaxagao transversal das amostras adulteradas com hipoclorito de sddio (NaClOa4)
aumentasse, porém com menores intervalos entre uma concentracdo e outra,
entretanto, esse efeito foi minimizado pelo efeito de diluicdo. Ja nas amostras
adulteradas com peréxido de hidrogénio (H202) o efeito da diluicdo pode ser
observado em concentragbes acima de 15 % do adulterante. Em concentragbes
inferiores a 15 % o T2 é governado pelo paramagnetismo do gas oxigénio proveniente
da rapida decomposi¢ao do H202 (SANTOS, PEREIRA-FILHO e COLNAGO, 2016).
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Figura 3-5. Curvas de distribuicdo obtidas a partir da sequéncia CPMG, provenientes da adulteracédo
do leite 1, 2, 3 e 4 ap6s as adulteracdes com a 4gua (a), amido (b), perdxido de hidrogénio (c) e
hipoclorito de sédio (d) nhuma taxa de 5% ao leite até 50%.

Na Figura 3-5, € possivel notar a excelente correlacédo entre o T2 e a
concentracdo do adulterante na amostra, devido aos excelentes coeficientes de
determinacgao (R?) obtidos. A partir das curvas de adulteragéo foram obtidos os limites
de deteccao (LD) e quantificagédo (LQ) para cada adulterante, apresentados na Tabela
3-5.

Tabela 3-5. Limites de deteccdo e quantificacao para andlises de adulteracéo.
Adulterante y = Dbo + b1.x LD (% V/v) LQ (% viv)

Agua y=0,174 + 0,0027 x 2,531 8,845

Amido y=0,173 + 0,0019 x 3,495 9,151
Peroxido de hidrogénio Yy =0,174 + 0,0020 x 3,842 10,012
Hipoclorito de sédio y =0,172 + 0,0037 x 2,758 9,054

Por apresentarem o mesmo perfil, as curvas de adulteragdo com agua, amido
e peroxido de hidrogénio, foram agrupadas na curva representada na Figura 3-6, cuja
equacao da reta obtida foiy = 0,174 + 0,022 x, e apresentaram bons valores para os
coeficientes de determinagéo (R? = 0,942) e correlagéo (R = 0,973). Sendo assim, a
partir da equacédo obtida pela curva resultante, obtém-se o teor do adulterante

presente na amostra. A curva referente a adulteragdo com hipoclorito de sédio nao foi
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plotada com as demais, por ter apresentado perfil distinto das anteriores.

0,23

] ) _
0,22 1 R =0,942 A

] 0

] 7’
0,21 P
P d
— g P
b
< 0,201 - -7 2
P
P d
P

0,19 .-

] ¢

7

0184 - * . Agua

| & ® H,O,

& A Amido
0,17 T T T T T T T T T
0 5 10 15 20

Concentracéo de adulterante (% v/v)

Figura 3-6. Correlacdo das curvas de calibracdo de adulteracdo dos leites 1, 2, 3 e 4 com &gua, amido
e peroxido de hidrogénio.

A eficiéncia da curva representada na Figura 3-6 foi avaliada por meio do teste
Fischer (teste F) da Analise de Variancias (ANOVA), mostrado na Tabela 3-6, onde
observa-se que o valor calculado de F foi 130 vezes superior ao valores de F fixado
para 14 graus de liberdade. Sendo assim, a equacéo da reta obtida na Figura 3-6 pode
ser utilizada na determinacdo da adulteracdo de leite com agua, amido e peréxido de
hidrogénio (VIEIRA, 2006).

Tabela 3-6. Andlise de Variancias (ANOVA) da regresséo

Grau de Soma Média =
Liberdade Quadratica Quadratica
Regresséao 1 0,00364 0,00364 229,14
Residual 13 2,67E-4 1,597E-5
Total 14 0,00385
Valores tabelados 1,761

As amostras de leite também foram adulteradas com hidréxido de sédio (NaOH)
e, a partir da técnica de CPMG foram obtidas as curvas de decaimento. Os valores de
T2 foram plotados de acordo com a respectiva concentragdo de adulterante
adicionada, na curva de calibracéo representada na Figura 3-7a. E possivel observar

que os valores de T2 diminuem com o aumento da concentragcdao de NaOH, uma vez
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que este reage com o acido latico presente na amostra e diminui a quantidade de
préton ('H) diminuindo, portanto, o tempo de relaxagdo da amostra. Sendo assim, a
acidez da amostra pode ser correlacionada com o valor de T2, de acordo com a Figura
3-7b, cuja correlagédo apresentou bons valores para os coeficientes de determinagao
(R? = 0,990) e correlagdo (R = 0,995). Para adulteragdo com NaOH (Figura 3-7a), a
equacao da reta obtida foi y = 0,176 — 0,0455x e, a partir dela o limite de detecgao e

quantificagéo obtidos foram 0,06 e 0,19 mg.mL"", respectivamente.
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Figura 3-7. Curva de calibracdo da concentracéo do adulterante de 4 leites com hidroxido de sédio e
seus respectivos valores de T2 (a) e a correlagdo entre os valores de pH e T2 das amostras adulteradas
com NaOH (b)

As amostras de leite adulteradas com agua, amido, peroxido de hidrogénio,
hipoclorito de sddio e hidréxido de sédio também foram submetidas as analises de
acordo com o Manual de Métodos Oficiais para Analise de Alimentos de Origem
Animal, proposto pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA). De
acordo com a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), a massa
especifica (p) recomendada do leite bovino deve ser entre 1,029 e 1,033 g.mL"" que,
quando obtida por um lactodensimetro, pode ser expressa entre 29 e 33 graus
Quevenne, respectivamente. As quatro marcas de leite foram inicialmente analisadas
pelo método e a massa especifica obtida a 15 °C variou entre 30 e 31 graus
Quevenne, todos de acordo com a legislacdo. O mesmo procedimento foi feito para
as amostras adulteradas e o resultado obtido foi expresso na Figura 3-8, onde pode
ser observado que o método so foi capaz de detectar a adulteragdo com teores acima
de 15 % (v/v), uma vez que as amostras com 10 % (v/v) ainda estavam muito préximas

do limite inferior determinado pela EMBRAPA. Tais valores foram bem acima do limite
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de deteccao das analises de DT-RMN que foi capaz de detectar a adulteragdo com

agua em teores proximos a 3 % (v/v) (BRASIL, 2018a).
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Figura 3-8. Correlacé@o entre a concentracdo de agua adicionada aos leites e a massa especifica (p)
das respectivas amostras

As amostras adulteradas com amido, foram analisadas pelo método “Amido —
qualitativo” que consiste em um método colorimétrico, onde a amostra apresenta
coloracdo azul quando adulterada. As amostras de leite foram analisadas pelo método
e, como esperado, ndo houve alteracdo de cor na amostra, enquanto as amostras
adulteradas s6 apresentaram leve mudanca de cor quando adicionados teores acima
de 10 % (v/v) de amido, conforme Apéndice A. Sendo importante ressaltar que a DT-
RMN obteve teores de deteccdo em torno de 3 % (v/v) desse determinado tipo de
adulterante. Ja as adulteracbes com perdxido de hidrogénio e hipoclorito de sédio
foram analisadas pelo método “Deteccéo de perdxido de hidrogénio” e “Cloretos em
leite fluido — qualitativo”, no entanto tais amostras ndo apresentaram mudancas de
coloracdo de forma coerente, pois para ambos os testes as amostras apresentaram
resultados positivos de formas aleatdrias, sem qualquer relacdo com o teor de
adulterante adicionado. Por exemplo, resultados positivos para amostras com 20 %
(v/v) de adulterante e negativos para amostras com 50 % (v/v) de adulterante,
conforme Apéndice A.

Por fim, as amostras adulteradas com hidroxido de sodio foram analisadas pelo

método “Acidez em leite fluido” e os resultados foram expressos em g de acido latico/
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100 mL de amostra. As amostras de leite foram submetidas ao método e
apresentaram teores de acidez entre 0,143 e 0,15 g de acido latico/ 100 mL de
amostra, em conformidade com a Instru¢cdo Normativa (IN) n° 76 de 26 de novembro
de 2018, cuja acidez do leite UHT, assim como o pasteurizado, deve estar entre 0,14
e 0,18 g de acido latico/ 100 mL de amostra (BRASIL, 2018a).

Ja4 as amostras adulteradas também foram analisadas e representadas na
Figura 3-9 e, assim como as andlises de DT-RMN, foi possivel identificar a adulteracéo
de cerca de 0,1 mg.mL* de NaOH na amostra. No entanto, quantificagdo se torna
impossivel para teores acima de 0,6 mg.mL, pois ao adicionar a fenolftaleina, a
amostra ja apresenta a cor rosada, indicando a presenca excessiva de NaOH. Apesar
de apresentar bons resultados na deteccdo de NaOH no leite, o0 método € especifico
para este adulterante, ao contrario da DT-RMN, que apresenta a vantagem de

identificar outros adulterantes no meio além do hidréxido de sodio.
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Figura 3-9. Correlagéo entre a concentracdo de NaOH e a acidez em g &cido latico/100 mL obtida por
meio do ensaio do MAPA “Acidez em leite fluido”

3.2.4. Conclusao

Neste estudo foi verificado o potencial da DT-RMN na detecc¢ao da adulteragao
de amostras comerciais de leite UHT com agua, amido, peroxido de hidrogénio,
hipoclorito de sédio e hidréxido de sédio em andlises, principalmente por dispensar o

minimo preparo de amostra, possibilitando analises in natura do leite, em analises que
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realizadas em cerca de 2 min. Os leites apresentaram valores de T2 em torno de 1,7
s e, as excelentes correlacbes entre as concentragcdes dos adulterantes e seus
respectivos valores de T2, mostram a capacidade da DT-RMN em detectar a adigéao
de adulterantes no leite e quantifica-los em determinadas concentragdes. As amostras
adulteradas também foram analisadas por métodos definidos pelo Manual de Métodos
Oficiais para Analise de Alimentos de Origem Animal, proposto pelo Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e seus resultados foram comparados
com os obtidos pela DT-RMN. Foi possivel observar que a DT-RMN se mostrou mais
eficiente na detecgado que os métodos oficiais para as adulteragdes com agua, amido,
hipoclorito de sédio e perdxido de hidrogénio com LD e LQ em torno de 3 % (v/v) e
10 % vlv, respectivamente. Para as adulteracbes com hidréxido de sodio, a DT-RMN
se mostrou tao eficiente quanto o método oficial “Acidez em leite fluido”, com LD e LQ
de 3 % v/v e 9 % viv. Por fim, para as adulteragbes de leite UHT com hidréxido de
sodio, a DT-RMN se mostrou uma excelente alternativa a analise padréao visto que foi
capaz de quantificar teores de adulterante com LD e LQ 0,06 e 0,19 mg.mL"". Portanto,
em uma unica analise rapida e ndo destrutiva, a DT-RMN ¢é capaz de detectar a
adulteracao de leite com diversos adulterantes, dispensando o laborioso trabalho de

realizar diversos experimentos para diferentes adulteracoes.
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4. CONCLUSAO GERAL

A Ressonéancia Magnética Nuclear tem se mostrado uma excelente alternativa
no estudo de leite e derivados, principalmente por apresentar a possibilidade de
fornecer simultaneamente informagdes qualitativas e quantitativas da amostra, por
meio de andlises rapidas, e dispensar um laborioso preparo de amostra, possibilitando
analises in natura da amostra lactea. E importante ressaltar que o método de RMNq
de 'H proposto na quantificagédo de lactose, obteve resultados bastantes satisfatorios
em sua validagdo demonstrados pelo valor de R > 0,990 e homocedasticidade dos
resultados, bem como valores de preciséo, exatiddo e robustez menores que 5 %,
além de valores de LD e LQ de 0,135 mg.mL* e 0,407 mg.mL™, respectivamente. Tais
valores foram menores que a menor concentragdo da curva e bem menores que 0
exigido pela legislacdo na comercializacdo de leites UHT rotulados como “sem
lactose” (1,0 mg.mL1). Sendo assim, o método pode ser utilizado como alternativa na
quantificacdo deste agucar em leite e derivados como iogurte, coalhada e creme de
leite UHT, em detrimento das outras técnicas ja utilizadas atualmente com suas
limitagdes citadas anteriormente, principalmente devido ao tempo de andlise de
apenas 36 min.

Ja em relacao aos estudos de adulteragdo, em uma unica analise rapida (2 min)
e nao destrutiva, a DT-RMN foi capaz de detectar a adulteracéo de leite com diversos
adulterantes como agua, amido, peroxido de hidrogénio, hipoclorito de sodio e
hidréxido de sbédio, dispensando o laborioso trabalho de realizar diversos
experimentos para diferentes adulteracbes. As analises de DT-RMN para esses
adulterantes apresentaram LD e LQ em torno de 3 % v/v e 10 % v/v, respectivamente
e, para adulteracdo com NaOH foi possivel detectar e quantificar teores em torno de
0,06 e 0,19 mg.mL-'. Sendo assim, em uma Unica analise rapida e ndo destrutiva, a
DT-RMN é capaz de detectar a adulteracdo de leite com diversos adulterantes,
dispensando o laborioso trabalho de realizar diversos experimentos para diferentes
adulteragdes. Portanto, este trabalho visou contribuir na consolidacdo da RMN no

estudo de alimentos, principalmente de leite e derivados.
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igure 0-1. Adulteracao com hipoclorito de sédio.

Figure 0-2. Adulteracdo com peréxido de hidrogénio.
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b

Figure 0-3. Adulteragdo com amido.



