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1. Introducéo

A qualidade do leite produzido no Brasil € tema recorrente de debates nas
ultimas décadas, envolvendo os setores publico e privado. O leite, sendo um produto
com uma alta perecibilidade, torna-o suscetivel as alteracbes de suas
caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas durante sua manipulacédo, colocando
em risco a saude do consumidor final. Sendo assim, como outros produtos de
origem animal comercializados no Brasil, possui 6rgdo responsavel pela sua
regulamentacao, definindo parametros de qualidade desde a obtencéo, transporte,

armazenamento atéa recepcao na industria (DURR, 2004; BRASIL, 2018).

Dentre as adulteracdes destaca-se a adicdo de substancias redutoras
volateiscomo etanol a fim de reconstituir a densidade do leite fluido resultando na
necessidade de uma andlise de pesquisa da presenca dessa substancia
(ABRANTES, CAMPELO,SILVA, 2014). E indicado um método oficial pelo Manual
de Métodos Oficiais de Andlise de Produtos de Origem Animal publicado pelo
Ministério de Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) em 2019, todavia a
complexidade de arranjos instrumentais, reagentes concentrados e quantidade de
amostra torna o0 método laborioso diante da realidade e necessidade da indastria de

lacteos na recepcao da matéria prima.

Portanto, desenvolver e adaptar uma metodologia de determinacdo
qualitativa de éalcool etilico em leite fluido sendo uma alternativa para o método
credenciado. € o objetivo ao longo da pesquisa por meio do estudo das variacdes
de volume, tempo, temperatura e concentracdes da solucdo sulfocrdmica e solucdes
acidas trabalhadas na digestdo da amostra de leite. Manteve-se 0 emprego de
métodos qualitativos colorimétricos, caracterizados por serem convencionais e
consolidados no setor para a pesquisa de substancias adulterantes (IAL,2008), em
gue a diferenciacéo de coloracdo indica somente presenca e ausénciaatendendo as
exigéncias da legislacdo (BRASIL, 2018) quando a cor alaranjada se mantém. Em
caso de presenca do adulterante, observa-se a mudanca da cor caracteristica da
solucéo para esverdeada (MAPA, 2019; MAPA, 2014).



2. Objetivos

Centraliza-se a adaptagdo de uma metodologia de determinacdo qualitativa
colorimétrica de alcool etilico em leite fluido como foco principal do estudo, de modo
gue promova praticidade, eficiéncia e acessibilidade considerando as analises de
rotina da qualidade do leite fluido.

Parte-se da proposta de reduzir a quantidade de amostra de leite necesséria
para a analise de presenca de etanol juntamente com a redu¢édo do niumero solugdes
indicadas para o procedimento. Além de propor trabalhar o tempo de realizacdo da
analise, dificilmente determinado em funcdo da necessidade de montagem
instrumental e tratamento da amostra de leite. Consequentemente, espera-se uma
determinacdo tempo necessarios de interpretacdo de resultados, o qual evite
resultados duvidosos.

Assim, por meio da pesquisa voltada para analise de variacbes de volume,
concentracdo, tempo e temperatura tanto do tratamento da amostra de leite até a
solucao de analise sulfocrémica é possivel discutir e assegurar ao atendimento dos
parametros exigidos pela legislacdo conforme a necessidade de otimizacdo de

processos dentro da industria de lacteos.

3. Fundamentacao teérica

3.1 Qualidade do leite e regulamentacéo no Brasil

Com o objetivo de melhorar e assegurar o setor leiteiro com produto de
gualidade tanto para o mercado nacional quanto para o reconhecimento internacional
surge, em 2002, o Programa Nacional de Melhoria da Qualidade do Leite
regulamentando a inspecéo do leite e derivados desde a obtencéo da matéria prima
até a expedicdo do produto. Ademais, determina que o leite cru fornecido por todos
os produtores do pais deve ser analisado mensalmente por laboratérios credenciados
ao Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), 6rgdo responsavel
por regulamentar e fiscalizar a qualidade do leite e seus derivados comercializados
(BRASIL, 2017; DURR, 2004).

Por conseguinte, o MAPA simplifica o entendimento sobre os prazos e

exigéncias de qualidade estabelecidos publicando, em 26 de novembro de 2018, a



Instrugcdo Normativa 76 e Instrugcdo Normativa 77 (MAPA, 2018). De modo que é
promovido um plano mais sélido e duradouro de qualificacéo dos produtores de leite,
tendo em vista que a busca por produtos lacteos que abastecam o setor garantindo a
seguranca alimentar da populagéo é a grande causa da regulamentacao e fiscalizacédo
da producéo de leite no pais.

Dentre os parametros exigidos pelas Instrucdes Normativas de controle diario
da qualidade do leite fluido para os estabelecimentos incluem a pesquisa de
substancias neutralizantes de acidez, reconstituintes de densidade ou do indice
crioscopico e substancias conservadoras. Ademais, trata-se do controle das
condicBes de producdo, conservacao e transporte do leite cru, antes de chegar a
industria. Tais analises de pesquisa surgem devido aos casos de praticas fraudulentas
envolvendo o mercado do leite no Brasil (MOORE; SPINK; LIPP, 2012).

3.2 Fraudes em leite fluido

O Regulamento de Inspecao Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem
Animal (RIISPOA), 2020, considera o produto de origem animal fraudado quando
h& adicao de ingredientes, aditivos, coadjuvantes de tecnologia ou substancias com
o objetivo de dissimular ou de ocultar alteracBes, deficiéncias de qualidade da
matéria-prima ou defeitos na elaboracdo do produto. O leite € frequentemente
envolvido em fraudes para justamente mascarar a ma qualidade do produto sendo
as principais ocorréncias pela adicdo de agua, de substancias conservantes como
o peroxido de hidrogénio, neutralizantes como o hidroxido de sédio e o bicarbonato
de sddio e reconstituintes da densidade e crioscopia como: cloreto, sacarose, amido
e alcool etilico (ABRANTES, CAMPELO, SILVA, 2014; Ministério da Saude, 1997).

A adicéo de reconstituintes de densidade é utilizada para encobrir a aguagem
do leite, isto €, quando ha a adicédo de agua em prol do aumento de volume do produto.
A presenca de agua € detectada pela alteracdo nos valores de densidade e
crioscopia,de modo que reduz o valor da densidade e aproxima do valor obtido para
agua no indice crioscopio (ABRANTES, CAMPELO, SILVA, 2014). Portanto, o
alcool etilico surge como uma adicdo fraudulenta de reconstituinte de densidade.

Em 2014, no estado do Rio Grande do Sul, durante as fiscalizagbes do

Ministério da Agricultura em cooperativas da regiao devidoa recorréncias de fraudes



como a de adigao de formol no leite foram detectados exemplos de fraudes de
reconstituintes de densidade (ALMEIDA, 2013). Diante de toda operacgéo envolvida,
destaca-se no mesmo ano a disponibilizacdo de um método de ensaio oficial
disponibilizado pelo MAPA para a determinacéo qualitativa de alcool etilico em leite
fluido direcionado para uma deteccao eficiente frente a problematica das fraudes
(MAPA, 2014).

3.4 Deteccao de etanol

A presenca de etanol no leite € detectada por meio de uma reacao entre o alcool
etilico, o qual sofre uma oxidacdo, e um agente oxidante - solugcdo sulfocrémica -
composta por dicromato de potassio (K2Cr207) e acido sulfurico (H2SOa4). A reacgéo
ocorre no carbono ligado a hidroxila (-OH) sofrendo o ataque do oxigénio presente no
meio oxidante de forma que o composto formado € instavel, com duas hidroxilas
ligadas ao mesmo carbono. Consequentemente, ocorre a liberacdo de agua e origina-
se o0 primeiro produto: aldeido. A oxidag&o continua ja que o oxigénio do meio ataca o
carbono da carbonila (-C=0) formando um &cido carboxilico como produto conforme
equacao 1 (CLAYDEN, 2012, p.194).

[
(O] (0]
He™ OH T HCT No —= C/\OH
H, H,0 3
(1)
Etanol Etanal Acido etandico

A oxidagdo de &lcoois priméarios como o etanol é causada pelo Cromo (VI)
presente na solucdo sulfocromica de coloracdo carateristica alaranjada, sendo
reduzido para Cromo (lll) com a coloracdo caracteristica verde (equacao 2). Dessa
forma, € possivel distinguir visualmente a diferenca de coloracdo na indicacao de
presenca de etanol em meio aquoso (CLAYDEN, 2012, p.194; BRAATHEN, 1997).

2CrO72+ 3 H3C-CH20H + 8H* — 2Cr3* + 3H3C-COOH + 7H20 (2)



3.5. Método oficial de anélise de deteccdo de etanol em leite fluido

O Manual de Métodos Oficiais para Andlise de Alimentos de Origem
Animal (MAPA, 2019) é publicado para orientar e determinar como devem ser
realizadas as analises oficiais de alimentos como o leite fluido segundo o
Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento. Substancias redutoras
volateis como o etanol surgem na secdo de métodos quimicos para o leite
fluido partindo do principio da reducao do cromo (VI) para o cromo (Ill) em que
a hidroxila, em meio &cido, ligada ao carbono primario do alcool é oxidada

alterando a coloracao da solucéo sulfocromica (MAPA, 2019).

Os equipamentos descritos como necessarios para realizacdo da
analise sdo: balanca analitica com resolucdo minima de 0,01 g; bico de
Biinsen ou placa aquecedora; kitassato de 500mL ou baléo de fundo redondo
com saida lateral de 500mL; pipeta graduada de 10mL; pipeta de Pasteur;
proveta de 100mL; rolha de borracha para vedacéo da abertura superior do
kitassato/baldo com saida lateral; tubo de ensaio 20 x 200mm e tubo de silicone
ou latex de 25 cm (MAPA, 2019; MAPA, 2014).

A realizacdo da analise inicia-se com o preparo da solucao sulfocrémica
dissolvendo 1,5 g de dicromato de potassio (K2Cr207) em um bal&o volumétrico
de 100 mL completando o volume com acido sulfarico (H2SOa4). ApGs o preparo
da solucdo o procedimento segue para medir 100 mL de amostra e transferir
para o baldode fundo redondo com saida lateral ou kitassato, depois deve-se
adicionar 10mL de solucdo antiespumante (3%) - solucdo responsavel por
evitar a formacédo de espumaconsequente do aquecimento do leite fluido- e
misturar. Transferir 2mL da solug¢do sulfocrédmica para um tubo de ensaio e
mergulhar dentro dele a ponta da pipeta de Pasteur acoplada ao
baldo/kitassato por um tubo de latex ou silicone, formando um sistema fechado
(Figura 1). O proximo passo é aquecer a amostra do kitassato/baldo fervendo
por 5 minutos e observar a coloracéo da solucéo sulfocromica do tubo de ensaio
aposo tempo determinado (MAPA, 2019; MAPA, 2014).
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Figura 1: Representacao gréafica da montagem do aparato montado.

— =

Amostra de Leite U

Solugao acida
de K2Cr207

Aquecimento
Fonte: elaborada pela autora (2022).
Em caso de mudanca da coloragcédo para verde, o resultado € positivo
para presenca de &lcool etilico na amostra, e qualquer outro resultado
divergente éclassificado como negativo (MAPA, 2019; MAPA, 2014).

Destaca-se que o procedimento deve ser realizado em local adequado
com equipamentos de protecao coletiva e individual segundo as medidas de
seguranca que devem ser adotadas em ambientes laboratoriais (Ministério do
Trabalho e Emprego, 2015). Portanto, o0 método exige que sua realizacéo
ocorra sob uma capela de exaustao de gases a utilizagcdo de equipamentos de
protecdo individual como jalecos, luvas e 6culos de protecdo. Assim como,
toda manipulacdo deve ser feita por analista treinado, jA que é notavel a
sensibilidade de montagem do aparato instrumental, a periculosidade dos
reagentes envolvidos e a possibilidade de contaminacdes de amostra com
manuseio incorreto exigindo maior atencao e disponibilidade de tempo para

garantir resultados favoraveis.

3.6. Métodos analiticos qualitativos

O método qualitativo colorimétrico caracteriza-se como umatécnica em
gue o objetivo Unicoé a identificacdo da presenca de um determinado analito
em uma amostra baseado na comparacdo de cores. As mudancas de
coloracbes consequentes das reacdes envolvidas e especificas dos meios
viabilizam a identificacao e diferenciagao por meioda comparacdo com uma
coloracgéo ja conhecida (1AL, 2008; TRONCO, 2010).

Essa técnica de andlise € muito empregada, atualmente, na deteccéo de

adulterantes em leite fluido como alternativa e adaptacdo as necessidades de
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cumprimento das analises requisitadas pela IN 77 (MAPA, 2018; KARTHEEK,
2011;IAL, 2008). Tais analises sao realizadas na recepcdo do leite cru,
conforme descrito na instrucdo normativa, de modo que combinado a
caracteristica de perecibilidade do leite, a técnica viabiliza resultados rapidos
fazendo parte de diversos procedimentos analiticos desenvolvidos e em
desenvolvimento (KARTHEEK, 2011).

Apesar da eficiéncia proposta por métodos qualitativos em conjunto do
baixo custo e se apresentarem como testes consolidados na pesquisa de
adulterantes em leite, ainda ha a dependéncia da relacdo analito e as
concentragcdes dos compostos de interesse nos produtos de origem animal e da
interpretacdo de resultados conformeas técnicas sensoriais. Além disso, cada
substancia instrumentacdo, grande quantidade de amostras de leite e
reagentes concentrados gerando residuos perigosos. Destarte, ndo se exclui
a necessidade de validacdo e acessibilidade do emprego de métodos
convencionais instrumentais, 0s quais garantem um controle analitico dos
resultados(MAPA, 2019; De Noni, 2004; IAL, 2008).

4. Metodologia

4.1 SolugBes de Analise

A proposta de facilitar e desenvolver um método que reduza a quantidade
de amostra, o tempo de realizacdo e solucdes utilizadas na analise, além de
eliminar a necessidade de montagem de aparatos com diferentes vidrarias,
inicia-se com a adaptacdo da solucdo sulfocromica. A solucéo utilizada na
deteccdo de etanol em leitecomo agente oxidante para mediar a reacao foi
baseada no método descrito pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento por meio do Método de Ensaio em Produtos de Origem Animal
42 determinacédo qualitativa de alcool etilico em leite fluido.

Inicialmente, foram produzidas 3 solugdes sulfocromica utilizadas e
indicadas pela metodologia do MAPA na analise de presenca de etanol em leite
fluido(MAPA, 2019; MAPA, 2014). A primeira, conforme descrito pelo método,

dissolvendo 1,5g de dicromato de potassio em 10 mL de agua, transferindo
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para um baldo de 100 mL e completando com acido sulfarico concentrado. Na
segunda, foram dissolvidos 1 g de dicromato de potassioem 30 mL de agua
destilada e completando com 20 mL de acido sulfurico PA ACS (Solucéo 1) .
Por fim, a terceira proporcédo preparada fora pesada 1 g de dicromato de
potadssio em 50 mL de agua destilada, completando com 50 mL de &cido

sulfurico (Solucgéo 2).

Considerando que o leite fluido € uma matriz complexa composta por
um alto teor de lipideos dificultadora do processo de oxidacédo foi aplicado um
meétodo de preparo de amostra partindo da digestdo acida mediada por uma
solucéo, a qual evitaperda de elementos volateis como o etanol (KRUG, 2010).
As solucdes acidas produzidas foram compostas por 40% (v/v) de acido
fosférico (HsPO4) e 20% (v/v) deacido sulfurico (H2SO4) completando com
agua destilada em um bal&o volumétrico de50 mL (Solucédo 3) e outra solucéo
40% (v/v) de &cido fosférico (HsPO4) e 10% (v/v) de acido sulftrico (H2S0a4)
nomeada como Solucédo 4. A compatibilidade entre os dois acidos, o poder
oxidante de cada acido e sua utilizacdo comum nesse tipo de tratamento de
amostra foi considerado. A andlise é realizada em tubo de ensaio com a
necessidade do emprego de banho termostatizados, chapas de aquecimento
e/ou blocos digestores que viabilizem a decomposi¢cdo completa da fracao
organica (SOUSA; CAMPOS; ORLANDO, 2015; KRUG, 2010). As solucbes
foram testadas em conjunto das variacBes de concentracdo da solucao

sulfocromica e de volume de amostra de leite.

4.2 Preparo de Amostra

A amostra de leite utilizada, ao longo de todo o desenvolvimento,
caracteriza- se como integral sob tratamento UHT em embalagem cartonada
com capacidade de 1 litro sendo mantido sob refrigeracdo, em que o preparo
para arealizagéo da andliseinicia-se com a adi¢cdo de 1 mL da solucdo de &cido
fosforico e acido sulfirico a amostra. A digestdo via Umida realizada sob
aguecimento com uma solucéo acida facilita a oxidagcdo do material organico

da amostra viabilizando que a reacdo de oxidacao de interesse ocorra sem
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interferéncias dos lipideos presentes noleite (KOVACS, 1986).

Em seguida, a mistura de amostra em solucdo acida é aquecida em
diferentestemperaturas entre 40 e 70°C em uma placa aquecedora com
agitacdo C-MAG HS7 com auxilio de um controlador de temperatura ETS D5
IKA ® posicionado no interior de um béquer de 1000 mL contendo
aproximadamente 300 mL de agua. A determinacdo do tempo necessario foi
testada a partir de 1 até 5 minutos, prosseguindo a andlise com adicéo de 1
mL da solugéo sulfocromica preparada nas concentragdesde 20% (v/v) e 50%

(v/v) de acido sulfarico em 1% (v/v) de dicromato de potassio.

As amostras de leite de controle positivo, isto é, amostra com adicao de
etanol é preparada com 0,5 mL de Alcool Etilico 99,5% em um baldo
volumétrico de 50 mL com leite UHT integral sendo a amostra representativa

de uma contaminacéo de 1%.

Os volumes utilizados de amostras de leite contaminadas e né&o
contaminadasdurante a realizagc&o dos testes de variagao de concentracao das
solucdes de anélise,como a sulfocrémica e a acida, foram variados em 1; 0,5;
0,25;0,1; 0,05 e 0,01 mL.

4.3. Procedimentos de Anéalise Final

A execucdo do procedimento de analise conforme a adequacdo de
concentracfesde reagentes produzidos, combinado a definicdo da temperatura
de aquecimento 6timae o tempo, no qual deve-se manter a mistura entre
amostra e solucao acida de aberturasob aquecimento, inicia-se com o preparo
da amostra de leite.

A determinacédo da temperatura adequada para o procedimento de analise
€ realizada em uma variacdo de 10°C a partir de 40° C até 70°C considerando
o ponto de ebulicgdo do alcool etilico de 78°C (AIP, 1972) mantendo as
amostras por 5 minutos em aquecimento em cada temperatura. O tempo de
reacao é contabilizado apds a adicdo de 1 mL de solugéo sulfocrémica de 20%
(v/v) de acido sulfarico em 1% (m/v) de dicromato de potassio observando a

mudanca de coloracdo nas misturas entre a amostra de leite (com e sem
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contaminacgao de 1% (v/v) de etanol) e a Solugéo 3 (composta por 40% (v/v)

de acido fosforico e 20% (v/v) de acido sulfarico).

Portanto o procedimento segue como primeiro passo a adicdo de , em um
tubo de ensaio, 1 mL de solugcdo &cida composta pela mistura de acido
fosforico e sulfarico a 0,05 mL amostra de leite. Apds agitacdo do tubo é
iniciado o tratamento térmico da mistura em um arranjo instrumental ou
equipamento adequado que permita controle da temperatura dentro da faixa
de 50 a 60°C.

Em seguida, ap6s manter durante 5 minutos a mistura sob aquecimento,
ao remover o tubo de ensaio adiciona-se 1 mL da Solucéo 2. Deve-se aguardar
2 minutos para o inicio da rea¢éo, apGs mais 2 minutos a reacéo é dada como

finalizada totalizando 4 minutos de reacéo.

Em caso de mudanca de coloracdo da solucdo de alaranjada para
esverdeada considera-se o resultado positivo para presenca de alcool etilico
nos primeiros dois minutos. Ja quando a coloracdo alaranjada se mantém
durante 4 minutos da adicdo da solucédo sulfocrémica para entédo inicio do
aparente esverdeamento da solucdo, considera-se resultado negativo para

presenca de &lcool etilico na amostra (Fluxograma 1).
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Fluxograma 1: Fluxograma de procedimento de andlise desenvolvida.

0,05 mL de leite

+
1 mL solugao acida v/v
(H2S04+H:PO.)

Tratamento térmico da
mistura (5 minutos 50-60°C)

T

Adigdo de 1 mL da solugdo
sulfocrémica viv
(H2504+K3Cr;07)

!

2 minutos para o
inicio da reagao
+

2 minutos para o fim da
reagao

Positivo para
Coloragio de alaranjada para verde etanol

Coloragio Alaranjada por 4 minutas
Negativo para
etanol

Fonte: elaborado pela autora (2022).

A diferenca entre as cores ao final da reacéo € facilmenteobservada entre o
alaranjado e o esverdeado (Figura 2). O procedimento, conforme descrito

anteriormente, aliado aos reagentes que obtiveram o melhor resultado foi
testado em triplicata.

Figura 2 : Coloracao esperada das solu¢cdes sem e com a presenca de etanol,
respectivamente

wTE

Fonte: elaborado pela autora
(2022)

5. Resultado e Discussdes

5.1 Solugdes Sulfocrémica

Cada solucéao foi testada em triplicata, considerando o processo de anélise

descrito com o preparo de amostra ao adicionar 1 mL de solucdo acida, em
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seguida, tratamento térmico durante 5 minutos em uma temperatura controlada
dentro da faixa de 50 a 60° C.

A solucéo contendo 50% (v/v) de acido sulfarico (Solugéo 1) concentrado
nao apresentou coloracdes distinguiveis em um tempo de inicio de reacédo
de aproximadamente 2 minutos com duragdo de mais 2 minutos, totalizando 4
minutos de reacgao, a partirda mudanca de coloracéo de laranja amarelado para
verde. O resultado se repete para todos os volumes de amostra de leite
contaminada (contendo 1% de etanol) e amostra de leite ndo contaminada,
conforme a variacédo de volume das amostrasem 1; 0,5; 0,25; 0,1; 0,05 e 0,01

mL.

Ja a Solucdo 2 contendo 20% (v/v) de acido sulfurico concentrado
apresentou coloragdes facilmente diferenciaveis entre alaranjado e verde apés
2 minutos mantendo por mais 2 minutos somente para o volume de amostra de
0,05 mL. Paral; 0,5; 0,25; 0,1 e 0,01 mL de amostra, as coloracdes se
mantiveram alaranjadas e apresentaram a coloragdo verde no tempo de 4
minutos simultaneamenteimpossibilitando concluir a presencga de contaminacao

de etanol.

Durante a realizacdo dos testes, a solucdo sulfocrobmica preparada
conforme indicado pelo MAPA foi utilizada como comparativo de coloracoes,
todavia os resultados se assemelham a solugédo contendo 50% (v/v) de acido

sulfarico.

5.2 Solucdes acidas de digestao

A solucdo composta por 40% (v/v) de acido fosférico (HsPOa4) e 20%
(v/v) de &cido sulfturico (H2SO4) obteve resultados distinguiveis quando
somada a adi¢éo da Solugédo 1 (solugéo sulfocrémica de 20% (v/v) de acido
sulftrico concentrado em 1% (m/v) dedicromato de potassio) no volume
0,05 mL de leite de controle positivo e negativo. De modo que em volumes
maiores como 1 e 0,5 mL a adicdo de dessa solugcédo provoca a formacéo
intensa de grumos dificultando a dissolucdo da solucdo de analise

adicionada apos o tratamento térmico.

Em contrapartida, quando &cido fosférico na concentragdo de 40% (v/v)

com 10% (v/v) de &cido sulfurico ao ser adicionado, antes do tratamento térmico
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e adicdo da Solugdo 1, obtém-se uma reagdo demorada com resultados
idénticos para as duas amostras de leite com contaminacdo e sem
contaminacdo de etanol. O resultado se repete para todos os volumes de
amostraem cada analise, ou seja, indicando resultados falsos negativos.

5.3 Temperatura e tempo de reacao

A andlise é realizada em um frasco aberto, isto €, em tubo de ensaio o
que faznecessario a combinagcdo de um tratamento térmico, uma vez que
favorece a digestdo acida da fracdo organica da amostra (KOVACS, 1986;
SOUSA; CAMPOS; ORLANDO, 2015; KRUG, 2010).

As amostras aquecidas em temperaturas abaixo de 50°C apresentaram
coloracéo alaranjada da solucéo sulfocrémica durante 4 minutos em que ambas,
misturas de leite contendo ou ndo etanol adicionado a solucdo acida,
apresentaram apoés esse tempo coloracdo esverdeada indicando resultado falso
positivo para presenca de etanol na amostra de leite. Quando as amostras foram
mantidas em aquecimento entre em uma faixa de temperatura de 50°C e 60°C
durante 5 minutos, obteve-se em 2 minutos de reacao a diferenca de coloragéo
nitida entre alaranjado e esverdeado nas misturas com duracéo de mais 2 minutos,
totalizando 4 minutos de reacdo até a mistura contendo amostra de leite ndo
contaminada com etanol aparentar inicio de coloracédo esverdeada. Ademais, 0s
resultados nesta faixa de temperatura apresentaram repetibilidade satisfatorias.

Por fim, quando as amostras de leite sdo submetidas ao aguecimento acima
de60°C, apos a adicdo de solucéo sulfocromica, durante 5 minutos foram obtidos
resultados falsos positivos para a presenca de etanol, em que as misturas de
amostras de leite e solucdo acida rapidamente apresentaram a coloracdo
esverdeada.

6. Concluséao

A metodologia desenvolvida ao longo do estudo € objetivada no
aperfeicoamento da analise de detecgéo de etanol em leite fluido em busca de
tornar o método em uma alternativa ao oficializado. Ressalta-se neste o emprego

de reagentes concentrados, arranjos instrumentais e maior volume de amostra.

Em suma, os testes aplicados a solucao sulfocrémica com o melhor resultado

18



em uma solucdo composta por 20% (v/v) de acido sulftrico concentrado em 1%
(m/v) de dicromato de potassio corrobora pelo menor emprego de reagentes
concentrados responsaveis por residuos danosos ao meio ambiente e ao
profissional envolvido. Assim como, a solugéo para a digestdo &cida da amostra
de leite obteve-se melhor resultado com propor¢cdo menor de acido sulfarico em
acido fosférico contendo concentracbes de 20% (viv) e 40% (viv),

respectivamente.

O volume de amostra foi avaliado em diferentes temperaturas e tempo de
aquecimento de forma que 0,05 mL de amostra sdo suficientes para atingir o
resultado de coloracdo distinguivel entre alaranjado para auséncia de
contaminacao de &lcool e verde para presenca de alcool em amostras de leite.
Portanto, difere da quantidade de 100 mL de amostra indicada pelo método do

manualpublicado pelo MAPA em 20109.

Ademais, o tratamento da amostra exige um controle de temperatura entre
50 e 60°C apods adicdo de 1 mL de solucdo acida , exigindo equipamento
adequado e um instrumento analitico como a micropipeta para coletado volume
exato de amostra. Embora ainda ndo ha exclusao de equipamentos, ométodo
desenvolvido ndo exige tantos aparatos e arranjos instrumentais como

kitassato, bal&o volumétrico, pipeta de Pasteur e tubo de silicone.

Por fim, a digestdo da amostra para eliminar a interferéncia da composicao
complexa do leite sendo viabilizada por uma solucéo acida e tratamento térmico
realizada em tubo de ensaio eliminou anecessidade de um antiespumante (3%),

responsavel por evitar a formacao de espuma do leite durante a ebulicéo.

Além disso, o tempo de reacdo de 4 minutos, somado aos 5 minutos de
tratamento de amostra, promove a agilidade e acessibilidade exigida pela
perecibilidade da amostra e atende a necessidade da industria lactea de obter
resultados rapidos e confiaveis na pesquisa de adulterantes, uma vez que os
resultados foram satisfatorios para deteccéo qualitativa de etanols segundo a
exigéncia da legislacéo (IAL, 2008;KARTHEEK, 2011, MAPA. 2018). Dito isso, é
notavel quando comparado aos objetivos propostos a metodologia adaptada
atendeu as questdes de reducdo de tempo de realizagdo, de quantidade de

amostra, das concentracdes em relacdo as solucdes envolvidas na anélise e de
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quantidade de instrumentos (Quadro 1).

Quadro 1 Quadro comparativo entre o método oficial e o desenvolvido conforme

objetivos propostos

Método oficial de analise de
deteccdo de etanol em leite fluido
(MAPA,2019)

Método desenvolvido

Quantidade de
amostra de leite

das solucgdes

K2Cr207 em 100 mL de H2SO4

Solugdo antiespumante 3%

100 mL 0,05 mL
Tempo de
realizacdo da Indeterminado (montagem de
analise aparato instrumental + preparo de Total de 9 minutos
amostra+ tempo de reagéo)
Concentracéo Soluc¢édo sulfocrémica: 1% de Solucgéo sulfocrémica: 1% (v/v) de

K2Cr207 em 20% (v/v) de H2SO4

Solucéo acida: 40% (v/v) de acido
fosférico (HsPOa4) e 20% (v/v) de
acido sulfarico (H2S0a4)

Instrumentacgéo
necessaria

1. Balanga analitica com resolu¢éo

minima de 0,01 g;

2. Bico de Biinsen ou placa

aquecedora;

3. Kitassato de 500mL ou baldo de
fundo redondo com saida lateral
de 500mL;

4. Pipeta graduada de 10mL;
5. Pipeta de Pasteur;
6. Proveta de 100mL;

7. Rolha de borracha para
vedacéo da abertura superior do

kitassato/baldo com saida lateral;

8. Tubo de ensaio 20 x 200mm; 9.
Tubo de silicone ou latex de 25

cm.

1. Balanga analitica com resolugéo

minima de 0,01 g;

2. Placa aquecedora ou outro
equipamento que permita
aquecimento controlado;

3. Micropipeta;

4. Tubo de ensaio de ensaio 20 x
200mm.

Fonte: elaborada pela autora (2022).
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7. Consideracdes Finais

Isto posto, 0 método atendeu aos objetivos iniciais de aperfeicoamento
e facilitar o que é indicado pela legislagdo. Embora os resultados foram
satisfatorios para determinar os procedimentos de execucdo da andlise,
ainda ndo houve a total exclusdo da necessidade de controle de
temperatura de aquecimento e instrumentacdo analitica para a pequena
quantidade de amostra.

O emprego de uma digestdo da amostra pode ser minuciosamente
estudado testando como, por exemplo, a utilizacdo de catalisadores,
evitando assim as solucdes acidas. Também se faz necessario uma
validacao de método qualitativo como o desenvolvido viabilizando o estudo
do limite de deteccéo, a interferéncia de outros adulterantes e determinar
detalhadamente as variaveis de tempo, volume e temperatura, visando
assim ajustes e comprovacado da eficacia da metodologia. (INMETRO,
2020).
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