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Resumo

O leite é um produto alimenticio de alto valor nutritivo e muito versatil na agroindustria de
alimentos. Sua cadeia produtiva movimenta valores significativos, sendo necessario constante
controle de qualidade para coibir falsificagdes e fraudes. Neste sentido, pesquisadores tém se
dedicado a desenvolver métodos para analise do leite, bem como para identificar as diversas
adulteracdes deste produto. A proposta deste artigo foi analisar sistematicamente publica¢des
em revistas cientificas, nas quais a bioimpedancia foi utilizada como técnica para analisar o
leite, selecionadas das principais plataformas de busca nos ultimos 5 anos. A bioimpedancia
tem sido utilizada para detectar e monitorar muitos parametros e processos bioldgicos, com a
vantagem de ser uma técnica relativamente barata e ndo invasiva. Em se tratando do leite, 0s
trabalhos analisados, indicaram que a técnica tem se mostrado uma ferramenta promissora para
a deteccdo e quantificacdo de diversos parametros fisicos, quimicos e bioldgicos, utilizados na
determinacdo da qualidade do leite bovino, tanto para controle como monitoramento de
eventuais alteracfes na sua composicdo. Contudo, por ser uma técnica nova no setor, sua
utilizacdo para a analise de rotina ainda implica na necessidade de maior pesquisa.
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Abstract

Milk is a food product of high nutritional value and very versatile in the food industry. Its
production chain moves values, requiring constant quality control for counterfeiting and fraud
to prevent. In this sense, researchers have been dedicated to developing methods for analyzing
milk, as well as to identify the various adulterations of this product. The proposed article was
systematically analyzed publications of these scientific journals, in which a bioimpedance was
used as a technique to analyze milk, selected from the main search platforms in the last 5 years.
Bioimpedance has been used to detect and monitor many biological parameters and processes,
with the advantage of being a relatively inexpensive and non-invasive technique. In the case of
milk, the forced labor indicated that the technique has been specified as a promising tool for the
detection and quantification of several physical, chemical and biological factors used in
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determining the quality of bovine milk, both for control and monitoring of strength. changes in
its composition. However, as it is a new technique in the sector, its use for routine analysis still
implies the need for further research.

Keywords: bovine milk, impedance, systematic analysis.

1. Introducéo

Leite, € uma combinacdo de elementos sélidos, como lipidios (gordura), carboidratos,
proteinas, sais minerais e vitaminas em 87% de agua (BRITO et al., 2020). Ele € um dos
produtos mais versateis da agroindustria de alimentos, podendo ser consumido na sua forma
original ou ser transformado em derivados (RENTERO, 2018).

Atualmente, no Brasil, estima-se que a captacdo total de leite comercializado no ano de
2019, foi de 24,97 bilhdes de litros, existindo 1.171.190 fazendas leiteiras. A regido Sudeste
possui 0 maior volume de producéo, ja a regido Centro-Oeste apresentou 0 maior incremento
em relacdo a 2018 (17,33%), seguida da Regiéo Sul (13,48%) (MILKPOINT, 2020). A cadeia
produtiva do leite est& presente em todo o Brasil, gerando um faturamento, em 2017, de R$ 70,2
bilhGes para a industria de laticinios no pais, crescimento de 4% em relacdo a 2016 (RENTERO,
2018). Entre os produtos de maior consumo, esta o leite longa vida ou UHT (Ultra Hight
Temperature) ou, traduzindo, leite UAT (ultra alta temperatura). Tal fato, segundo a Associagéo
Brasileira do Leite Longa Vida - ABVL, se deve pela preferéncia no consumo por cerca de 80%
da populacdo, decorrente de sua praticidade de armazenamento sem a necessidade de
refrigeracdo e estendido tempo de prateleira (BERTOLINI; ROSSI, 2017; OLIVEIRA et al.,
2019).

Para garantir a qualidade do leite e seus derivados e ainda coibir fraudes, o governo
brasileiro, elabora e atualiza as diretrizes de controle. Atualmente, a instru¢cdo normativa n°
30/2018, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento - MAPA, oficializa o Manual
de Métodos Oficiais para Analise de Alimentos de Origem Animal (BRASIL, 2018). O manual
de 140 paginas, descreve com precisdo como cada analise deve ser realizada, fazendo distin¢do
entre andlises fisico-quimicas e microbioldgicas. O capitulo 2 é destinado a descrigéo referente
ao leite e produtos lacteos. As anéalises recomendadas sdo baseadas no preparo de diferentes
solugdes, empregando titulacdes, reacdes e outras técnicas trabalhosas que demandam tempo e
experiéncia do analista (BRASIL, 2017). Nesse sentido, a procura por novas técnicas de analise
para a industria alimenticia, particularmente, para a promogéo da qualidade do leite, tem sido
uma constante e entre elas, neste artigo abordaremos, com especial atencéo, a impedancia.

A impedéancia é um termo comum no campo da eletricidade e denota a razdo entre a
tensdo e a corrente elétrica estabelecida em um componente ou sistema. O conceito de
bioimpedéancia trata das propriedades elétricas de um tecido biolégico, como condutividade,

permissividade, resisténcia, capacitancia e indutancia (PLIQUETT, 2010). Os tecidos bioldgicos



sdo formados por células de caracteristicas semelhantes envoltas por um liquido eletrolitico.
Tais células sdo combinagdes de moléculas organizadas e compostas por diversos componentes
quimicos, tanto inorganicos como agua e sais, como 0s organicos: acidos, carboidratos e
proteinas (QUILLFELDT, 2005; PEREIRA, 2009). Entre esses tecidos, pode haver a circulacéo
de corrente elétrica, através de ions de compostos dissociados no meio aquoso existente, tanto
dentro como fora da célula, uma vez que nos tecidos bioldgicos ndo héa disponibilidade de
elétrons livres como ocorre nas bandas de valéncia dos metais condutores (QUILLFELDT,
2005). Assim, a bioimpedancia elétrica pode ser definida como o grau de impedimento a
passagem da corrente elétrica em um meio bioldgico, cuja medicdo é realizada através de
eletrodos metalicos. O modelo elétrico de um meio bioldgico pode ser representado por um
elemento resistivo, que depende majoritariamente da composi¢do quimica do meio extracelular,
e de um elemento capacitivo decorrente das membranas celulares e do contetdo intracelular.

Neste contexto, a associacdo destes elementos forma a chamada bioimpedéancia que
varia com a frequéncia (f), em hertz (Hz), da fonte de excitacdo aplicada e com o tipo de tecido
(PEREIRA, 2009). A influéncia da frequéncia de excitacdo no comportamento da corrente
elétrica nos tecidos bioldgicos é ilustrada na figura 1 (a), ou seja, para frequéncias inferiores a
100 kHz, a corrente predominante circula no espaco extracelular e para frequéncias maiores a
corrente atravessa a membrana celular e percorre o espaco intracelular (GRIMNES;
MARTINSEN, 2000). Assim, um tecido biolégico pode ser modelado por um circuito elétrico
equivalente conforme ilustrado na figura 1 (b), onde o espac¢o extracelular pode ser representado
por um resistor (R,) em paralelo com um circuito-série composto pelo capacitor (C,,) € 0
resistor (R;), referentes @ membrana celular e ao meio intracelular, respectivamente (HOLDER,
2004; TAKA, 2008).

Figura 1. (a) Comportamento da corrente elétrica em tecidos biolégicos em funcdo da
frequéncia. (b) Circuito elétrico equivalente de uma célula.
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Fonte: (a) Adaptado de Porto et al., 2020; (b) Adaptado de Holder, 2004.



Como uma forma de excitacdo dos tecidos bioldgicos e medicdo destas propriedades
elétricas, € necessaria a construgdo de um conjunto de eletrodos dispostos e conectados a um
circuito eletronico, responsavel pela injecdo de corrente elétrica e medicdo de tensdo,
denominado canal de medicdo (MORO; PORTO, 2015; PEREIRA, 2009). Os valores de
impedéancia do tecido bioldgico, compreendidos entre os eletrodos de medi¢éo, sdo geralmente
representados por um nimero complexo Z, dado em ohms (£2), composto por uma parte real,
Re{Z}, e outra imaginéria, Im{Z}. A parte real corresponde a componente resistiva R da
impedancia Z, enquanto a imaginaria sua reatancia capacitiva, X.. Neste caso, 0s numeros
complexos em sua forma polar representam a relacdo de amplitude (magnitude ou modulo de
Z, simbolizado por |Z|, em ohms) e atraso entre 0s sinais alternados de tensédo e corrente elétrica
(fase de Z, simbolizado por um angulo 6, em graus). Usualmente, os dados de bioimpedéancia
medidos séo plotados em um plano de impedancia complexo como o da figura 2, de acordo
com o modelo de Cole-Cole (GRIMNES; MARTINSEN, 2000). Conforme a frequéncia w =
2ntf, em rad/s, do sinal de excitacdo aumenta, o angulo de fase 6 eleva-se gradualmente, a
medida que a corrente passa a fluir pela resisténcia intracelular. Para altas frequéncias, a
reatancia capacitiva da membrana celular torna-se desprezivel e a corrente flui completamente
através do ambiente intracelular e extracelular. Assim, a impedéancia equivalente total torna-se,
mais uma vez, puramente resistiva. Em situac6es praticas, o grafico de Cole-Cole observado é

um semicirculo, como o da figura 2.

Figura 2. Gréafico de Cole-Cole para bioimpedéancia.
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Sendo assim, geralmente, o canal de medigcdo de bioimpedancia é composto de um
gerador de onda senoidal, um condicionador de sinal para ajustar o nivel de tensdo de saida do
bloco gerador, uma fonte de corrente controlada por tensédo, um bloco para leitura das tensoes,
um bloco demodulador fase-quadratura, que tem a finalidade de fornecer o valor real e
imaginario da impedancia elétrica, e por fim, um filtro passa-baixa. Um diagrama simplificado

do canal de medicgéo pode ser visto na figura 3.



Figura 3. Diagrama simplificado de um canal de medicéo de bioimpedancia.
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A maioria das fontes de corrente utilizadas em medidas de bioimpedancia é chamada de
conversor tensdo/corrente, pois a corrente na saida é proporcional a tensdo da entrada.
Idealmente, uma fonte de corrente I deve possuir impedancia de saida Z, infinita, assim a
corrente I, fornecida para a carga é constante (Figura 4a). Porém, as fontes de corrente reais
possuem uma impedancia de saida finita e podem ser representadas por um resistor R, em
paralelo com um capacitor C,, conforme indicado na figura 4b. A existéncia desta impedancia
de saida causa erros sistematicos nas medidas de bioimpedéncia e, portanto, deve ser
caracterizada previamente. Cabe ressaltar, ainda, que existem variac@es no projeto de canais de
medicdo, quanto ao tipo de fonte de excitacdo, quantidade e construcdo dos eletrodos e

topologias dos circuitos eletronicos envolvidos no canal de medicao.

Figura 4. Modelo de uma fonte de corrente (a) ideal, (b) real.

-—Zpy Carga | V| rga |V,

-
\_/
&
MW
1
i
r
N

-~

(a) (b)
Fonte: Adaptado de Holder, 2004.

A técnica da impedancia, por ser ndo invasiva, relativamente barata e por possibilitar a
deteccdo e 0 monitoramento de varios parametros e processos bioldgicos ja é bem utilizada na
area da medicina (TAKA, 2008; YUFERA; CANETE; DAZA, 2011; SANCHEZ et al., 2011).
Em alimentos, hd trabalhos que remontam a década de 90 (NEAVES; WADDELLI,
PRENTICE, 1988; DEAK; BEUCHAT, 1993; RUSSELL; FLETCHER; COX, 1994), porém,



recentemente sua utilizagdo foi retomada, principalmente para a andlise de vegetais e frutas
(BAKR et al., 2016; FREEBORN et al., 2017; EL KHALED et al., 2017; AL ALl et al., 2018).
Ainda é importante destacar que aspectos particulares da técnica implicam numa nomenclatura
diferenciada. Quando ha variagdo de frequéncia 0s termos mais empregados sao
Espectroscopia de Impedancia Elétrica (Electrical Impedance Spectroscopy - EIS) ou
Espectroscopia de bioimpedancia (Bioimpedance Spectroscopy ou Bioelectrical Impedance
Spectroscopy - BIS). O EIS é bem usual, mesmo nos trabalhos de bioimpedancia. Ja quando a
frequéncia de medida € fixa, a técnica é conhecida por Analise de Bioimpedancia Elétrica
(Bioelectrical Impedance Analysis - BIA). Contudo, este artigo de revisdo estard focado em
apresentar a utilizacdo da metodologia de espectroscopia de bioimpedancia em leite bovino
elucidando suas potencialidades de analise, ja que este alimento é muito consumido e, portanto,
deve oferecer boa qualidade, bem como envolve uma cadeia produtiva extensa e mundialmente
estruturada, com representacdo de norte ao sul do Brasil e que, infelizmente, costuma ser objeto

de fraudes.

2 Desenvolvimento

A presente revisdo sistematica considerou artigos elegiveis de estudos originais
realizados com a tematica “Utilizagdo da metodologia de escaneamento por bioimpedancia
elétrica em leite bovino”, publicados em inglés, espanhol ou portugués nos Gltimos cinco anos
(2015-2020). Considerando os critérios de elegibilidade desta proposta, os artigos ndo originais
como revisdes, editoriais, cartas, comentarios e capitulos de livros ndo foram considerados. As
fontes de informac@es consideradas foram retiradas das bases de dados eletronicas incluidas na
Google Scholar, LILACS, PubMed, Science Direct, Scielo e Tripdatabase, a partir dos termos:
“impedance”, “bioimpedance”, “milk” e “microbiology” cruzados um com o outro. A fase
inicial de sele¢do dos artigos foi através da analise dos titulos, seguida do resumo e por Gltimo
a leitura integral, sendo esta avaliacdo independente perpassando por um total de 25 artigos
originais sobre a tematica, sendo 7 excluidos por ndo apresentarem dados originais, ou seja,
foram artigos de revisdo, ou ainda apresentaram dados de outros tipos de leite animal (égua e
cabra).

As pesquisas com a aplicacdo da metodologia de impedéancia elétrica tém crescido
substancialmente nos ultimos anos, principalmente voltadas para a area de analises de
alimentos. Na plataforma PubMed o primeiro relato de citacdo sobre a impedancia (impedance)
foi em 1919 e, posteriormente, em 1977 surge a citagdo do termo bioimpedancia
(bioimpedance), sendo este ultimo relacionado as propriedades elétricas de um tecido biolégico
(QUILLFELDT, 2005; PEREIRA, 2009). A utilizacdo da técnica na area da saude e de
alimentos néo é recente, citacOes datadas de 1947 foram identificadas em relacéo a impedancia



na medicina (impedance + medicine) e em alimentos (impedance + food) e 1967 na area de
nutricdo (impedance + nutrition) (PubMed). Atualmente, sdo encontradas 354.278 e 5.183
citacGes sobre o termo impedancia e bioimpedancia, respectivamente, na Science Direct.

Na tabela 1, apresenta-se 0 nimero de citacdes, dos Ultimos cinco anos, considerando
os termos de busca e suas combinagdes, utilizados nesta revisao, nas diferentes plataformas. O
conjunto dos termos impedance+milk foi o que apresentou maior nimero de citacdes em todas
as plataformas. Observou-se que, substituindo o termo impedance por bioimpedance, nas
combinacgbes de palavras, o numero de citacdes foi drasticamente reduzido. Considerando as
plataformas que publicam somente artigos cientificos, a Science Direct foi a que apresentou

maior numero de citacoes.

Quadro 1. Numero de citacdes entre os anos de 2015-2020 nos bancos de dados de diferentes
plataformas.

Plataformas pesquisadas

fermos Sc %%?5 Sgi'?:CCte PubMed| Scielo [ TripDatabase|LILACS| Total
Impedance+milk 15000 | 2557 99 1 135 0 17792
Impedance+milk+microbiology 2730 335 12 0 15 0 3092
Bioimpedance+milk 1390 93 22 1 19 0 1525
Bioimpedance+milk+microbiology| 150 6 0 0 0 0 156

Total 19270 | 2991 133 2 169 0

Média 48175 | 747,75 | 33,25 | 05 42,25 0

Science Direct
Termos
2015 | 2016 | 2017 | 2018 2019 2020 |Média

Impedance+milk 255 332 410 474 565 521 | 2557
Impedance+milk+microbiology 34 44 61 61 62 73 335
Bioimpedance+milk 16 10 15 13 22 17 93
Bioimpedance+milk+microbiology| 0 1 1 1 1 2 6

Total 305 387 487 549 650 613

Média 76,25 | 96,75 | 121,75 |137,25 162,5 153,25

PubMed
Termos
2015 | 2016 | 2017 | 2018 2019 2020 |Média

Impedance+milk 17 17 25 22 23 20 124
Impedance+milk+microbiology 1 2 2 3 4 0 12
Bioimpedance+milk 2 3 4 7 6 5 27
Bioimpedance+milk+microbiology| 0 0 0 0 0 0 0

Total 20 22 31 32 33 25

Média 5 55 7,75 8 8,25 6,25

Fonte: Propria.




Observa-se um crescente aumento de citagdes ao longo dos anos, em publicagdes que
relacionam a técnica de impedancia/bioimpedancia em analises fisico-quimicas e
microbiologicas de leite, principalmente bovino (Quadro 1). Considerando os termos utilizados
nas buscas realizadas e as duas plataformas mais acionadas para pesquisas de artigos originais,
Science Direct e PubMed, é possivel observar um aumento de citagdes de 2,0 e 1,3 vezes
comparando o ano de 2020 com o de 2015, respectivamente. Deve-se ressaltar que no ano de
2020 o numero de citagdes consideradas ¢ somente referente ao primeiro semestre.

Ao final da busca, considerando os ultimos 5 anos, foram analisados 18 artigos, dentre
estes 9 (nove) publicado entre 2016 (n=5) e 2017 (n=4). Outra observacao interessante, diz
respeito ao tipo de revista onde os artigos foram publicados, 50% dos trabalhos foram
abordados em revistas especificas da area de engenharia elétrica, enquanto que 0s outros
trabalhos foram publicados em revistas com énfase em alimentos, microbiologia, ciéncia animal
e quimica. Tal fato, pode estar associado a necessidade de conhecimento e aprimoramento do
equipamento/técnica para a determinacao da impedancia, e por outro lado, revela a versatilidade

da técnica em termos de aplicacdes.

2.1 Discusséo

O leite pode ser comercializado na forma cru ou “in natura”, ou apds sofrer processo
térmico de pasteurizacdo ou UHT, segundo as normativas contidas nas portarias n°® 146/1996 e
n° 370/1997 do MAPA (BRASIL, 1996; BRASIL, 1997). Contudo, é a relacdo constante entre
seus componentes a base para os testes que objetivam apontar a ocorréncia de problemas que
alteram a composicdo do leite (BRITO et al., 2020). Na andlise realizada, sete artigos
apresentaram dados de impedancia determinados em leite cru, seis utilizaram o leite tipo UHT
e em seis trabalhos o tipo de leite ndo foi informado, o que dificulta a comparacdo entre
trabalhos. E comum que as pesquisas apresentem dados de mais de um tipo de leite,
diferenciado, principalmente, por tipo de processamento ou ainda teor de gordura. Ainda, a
andlise das publicacdes permite dizer que em dois artigos o objetivo era, através da impedancia,
avaliar a qualidade por caracteristicas fisico-quimicas, oito tinham como foco combater
adulteracdo e oito com avalia¢do quimica e bioldgica (Quadro 2).

Ao avaliar as metodologias utilizadas nos diferentes trabalhos, percebeu-se uma grande
variacdo de temperatura de anélise, sendo a maior temperatura 47°C (BANCALARI et al.,
2016) em ensaios com verificacdo de atividade metabdlica bacteriana, e a menor sendo 5°C
(aproximadamente a temperatura utilizada na armazenagem e transporte) nos ensaios de analise

de bioimpedancia elétrica realizado por Schumacher e colaboradores (2019).



DAS et al., 2018

IEEE Sensors Journal

empregando espectroscopia de impedancia elétrica,
variando os pardmetros de impedancia, capacitancia,
condutancia e corrente.

Adulteracdo: Sabao (concentracdes -
0,1;0,3;0,5;0,7¢e 0,9 %)

CITACAO REVISTA OBJETIVO ANALISE FREQUENCIA
CHAKRAVBORTY Identificar o limite minimo detectavel para cinco Adulteracdo: detergente, (NH4)2SOyq;
e BISWAS, 2018 IEEE Sensors Journal adulterantes comuns no leite NaOH; NaHCO; e NaCl 5,6kHz - 500Hz
Detectar e quantificar de sabdo, como adulterante, em leite,

100Hz — 1MHz

10kHz - 10MHz

DURANTE etal, | \ce Sonsors Joumal | do adultragho cé It bovino por aplioagho lerica com | AQUIErasac: H:0x; NeOH e formal | (melhor
2016 ¢ - 0 por aplicag (concentragdo — 1; 5 e 10%) resultado em
medicGes de impedancia.
30kHz)
FARAHI et al., 2015 Food Control Determinar paraquat nerIe_trodo de pt:ati?. usando Contaminagdo quimica: herbicida 100MHz -
espectroscopia de impedancia eletroguimica (EIS). Paraquat 10KHz
faixa 0,05-

GUPTA etal., 2017

IEEE Sensors Journal

Desenvolver um novo sensor de microeletrodo portétil
baseado em espectroscopia de impedancia para a detec¢do
de adulteracéo no leite.

Adulteracdo: detergente
(concentragdes — 2; 4; 6; 8 e 10%)

5,0kHz (melhor
resultado em
4,75kHz)

HUIl e YING, 2017

ASABE (American Society
of Agricultural and
Biological Engineers)

Avaliar um método de analise quantitativa rapida para
deteccdo de ofloxacina em leite cru usando reconhecimento
especifico de molécula e uma técnica de espectro de
impedancia eletroquimica (EIS)

Contaminagdo quimica: antibidtico
ofloxacina

1kHz

ISTAMBOULIE, G.
etal, 2016

Talanta

Desenvolver um sensor impedimétrico baseado na
imobilizacdo covalente de aptdmeros em eletrodos
impressos em tela descartaveis ap0s ativacéo do sal de
diazbnio

Composto bioldgico: aflatoxina M1

Fisico-quimica: comparacao entre

10kHz - 1Hz

5Hz - 1IMHz

LOPES et al., 2017

Food Anal. Methods

Usar espectroscopia de impedancia elétrica (EIS) e célculo
fraciondrio para caracterizar leite ultra pasteurizado

tipos de leite

SOARES et al., 2020

Food Chemistry

Comparar resultados de processos analiticos quimicos
padrdo e espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS)

Comparacéo: café moido; café
soluvel; substitutos do café; cevada;
leite de vaca; bebidas vegetais; cha;

infusdes de plantas e misturas de

0,1Hz - 10kHz

na caracterizacdo de diferentes bebidas

plantas




SUDE e
GHODINDE, 2019

International Conference on
Trends in Electronics and
Informatics (ICOEI 2019)

Realizar medidas de impedancia elétrica em tempo real de
amostras de leite adulterados

Adulteracdo: 4gua; ureia e amido

10kHz a 10MHz
(melhor
resultado em 90

BANCALARI,E. et
al., 2016

Frontiers in Microbiology

Encontrar uma maneira objetiva de interpretar a
significancia metabdlica das curvas de impedancia e prop6-
la como uma abordagem valida para avaliar o desempenho
acidificante potencial de bactérias &cido-Iaticas iniciadoras

a serem empregadas na transformacdo do leite

Microbioldgico: Lactobacillus

subsp. Bulgaricus; Lactococcus
lactis; Streptococcus thermophilus

helveticus; Lactobacillus delbrueckii

kHz)

TRIPATHY etal.,
2017

SCHUMACHER et

Food Chemistry

Propor uma nova abordagem de deteccéo da qualidade do
leite com base na utilizac&o de propriedades biofisicas
inerentes como "marcadores” de adulteracéo

Adulteragdo: Agua; hidroxido de

sédio; carbonato de sddio; formalina;

alantoina; sulfato de aménio; acido
benzoico; acido cianurico.

1Hz - 1IMHz.
(melhor

resultado em
100kHz)

al., 2019

South African Journal of
Animal Science

Utilizar a andlise de bioimpedéncia elétrica (BIA) como
método alternativo de avaliacdo da qualidade do leite cru
bovino

Fisico-quimica; contagem bacteriana
e de células somaticas

50kHz

LIU et al., 2015

Electrochimica Acta

Desenvolver um método simples in situ para determinar a
concentragdo bacteriana no leite com um sensor de
microeletrodo interdigitado.

Microbiolégico: Escherichia coli

1Hz - IMHz

URIA et al., 2016

Electrochimica Acta

Determinagdo répida de células bacterianas viaveis em
amostras de leite usando sensor impedimétrico

Microbioldgico: Escherichia coli

100Hz — 1MHz
(posteriormente
fixou em

DAS et al., 2015

ISA Transactions

Desenvolver um sistema de instrumentacdo completo para
detectar diferentes tipos de adulteracdo no leite.

Adulteragdo: &gua da torneira

(concentragdes - 10; 20 e 40%); ureia

(concentragdes -0,6; 0,8; 1,0e 1,2
mg/mL

10kHz)

TkHz

Lletal., 2016

Sensors and Actuators A:
Physical

Apresentar um novo método de inspecdo que usa a
indutancia de bobina dupla para avaliar a qualidade do leite
cru.

Qualidade: contagem de células
somaticas

9MHz

NASCIMENTO et
al., 2020

QUARKS: Brazilian
Eletronic Journal of
Physics, Chemistry and

Material Science

Apresentar modelos matematicos obtidos a partir de
medidas elétricas para controle da qualidade do leite e
deteccdo de adulteracdes

Adulteracdo: etanol (concentracdes —
0; 5; 10; 15; 20; 25 e 30%), cloreto
de sddio (concentracdes — 0 a 0,15%)
e bicarbonato de sodio

100Hz

(concentragdes — 0 a 0,3%)




Apesar de quatro trabalhos citarem dados de condutividade (URIA et al., 2016;
TRIPATHY et al., 2017; SCHUMACHER et al., 2019; SUDE & GHODINDE, 2019), em
nenhum deles foi mencionado o equipamento utilizado, para Sude & Ghodinde (2019), a
condutividade do leite puro foi de 4,65mS, ja do leite adulterado com ureia o valor passou para
4,58mS e com amido para 4,734mS.

Percebe-se a busca pela otimizacdo das pesquisas com impedancia em analise de leite,
pelo fato de oito trabalhos estarem usando equipamentos comerciais (LIU et al., 2015; Ll et al.,
2016; BANCALARI et al., 2016; TRIPATHY etal., 2017; DAS et al., 2018; SCHUMACHER
et al.,, 2019; NASCIMENTO et al., 2020; SOARES et al., 2020), enquanto que quatro
apresentaram resultados de equipamentos de desenvolvimento préprio ou com adaptacdes.
Ainda, cinco grupos nao informam precisamente sobre a origem do equipamento utilizado. Os
dados de frequéncia citados, apresentam variacdo entre 0,1Hz até 10MHz. No entanto, ha
divergéncias de melhor valor, 30kHz ou 100kHz, para respectivamente, Durante e
colaboradores (2016) e Triphaty e colaboradores (2017). Para o grupo de Triphaty, o valor de

impedancia para o leite puro ficou entre 620 e 650Q.

2.1.1 Bioimpedancia na analise fisico-quimica e bioldgica do leite

As caracteristicas fisico-quimicas do leite podem ser alteradas devido as condicGes
genéticas, nutricionais e ambientais das vacas, e de forma fraudulenta nos processos de
obtencdo, armazenamento, transporte e beneficiamento do leite (BERTOLINI; ROSSI, 2017),
principalmente relacionadas a adi¢do ou remocéo de substancias quimicas préprias ou estranhas
a sua composicdo (ABRANTES et al., 2014).

Lopes e colaboradores (2017) analisaram leite UHT integral, semi e desnatado e, ainda,
leite cru semi e desnatado com reducdo e/ou fortificacdo dos teores de gordura, para simular
amostras de leite usando especifica¢fes da espectroscopia por impedancia elétrica, variando a
frequéncia entre 5Hz e 1MHz, e o calculo fracionario para caracterizar leite ultra pasteurizado.
Os valores encontrados foram comparaveis aos determinados através dos métodos quimicos
padrdo, revelando forte correlacdo entre as técnicas. Os resultados mostram que a
espectroscopia de impedancia elétrica e calculo fracionario séo capazes de modelar leite com
um conjunto reduzido de parametros.

Chakraborty e Biswas (2018) variaram o percentual de gordura, entre 1,5 a 20% com
creme de leite em amostras de leite UHT integral, semi e desnatado que foram analisadas,
através de um sensor de impedancia, resultando em diversas medidas do angulo da fase da
impedancia, sensiveis a concentracao idnica do meio, pela presenca de ions como Na*, K* e CI
e outros minerais presentes no leite.

Na avaliacdo da qualidade do leite bovino cru, os teores de proteina e gordura séo 0s



responsaveis por aumentar o valor agregado (RENTERO, 2018). Sob esta perspectiva a analise
por bioimpedéancia elétrica foi utilizada para avaliar ndo somente a gordura, mas também
através dos critérios: contagem de células somaticas (CCS), contagem bacteriana total (CBT),
proteina, lactose, sélidos totais (ST) e sélidos ndo gordurosos (SNG), com resultados que
demonstraram potencial para estimar a composigdo do leite, mas necessitando aumentar a
precisdo da técnica (SCHUMACHER et al., 2019).

E interessante ressaltar que foi possivel determinar a qualidade de leite cru, através do
controle de CCS, desta vez utilizando um chip de bobina dupla medindo a variagédo de fase para
a indutancia magnética, cujo equipamento apresenta um tamanho reduzido, baixo custo e com
resposta répida, ou seja, caracteristicas desejaveis para anélises de inspecdo de rotina. Pela
correlacdo proposta, os deslocamentos de fase medidos foram de 65° a 86°, correspondendo a
uma variacao de CCS de 2 a 500kcel/mL (LI et al., 2016).

Cabe destacar, que apesar dos artigos ressaltarem seus objetivos em analises fisico-
quimicas de caracterizacdo, é pelo controle destes parametros que as fraudes sdo descobertas e,

por consequéncia, a técnica é recomendavel para a confirmacgéo de adulteracdes.

2.1.2 Bioimpedancia na avalia¢do de adulteracéo do leite

Os adulterantes mais comuns no leite sdo: agua, soro, leite desnatado, colostro,
substancias amilaceas, goma, sacarose, sal e outros leites (ABRANTES et al., 2014). Visando
coibir fraudes e manter a qualidade do leite e seus derivados no Brasil, a instru¢cdo normativa
n° 30/2018, do MAPA, oficializa 0 Manual de Métodos Oficiais para Analise de Alimentos de
Origem Animal (BRASIL, 2018). Detectar as fraudes mais comuns, implica na utilizagdo de
técnicas sofisticadas como: espectroscopia, eletroforese em gel, espectroscopia de absorcéo e
cromatografia liquida (ABRANTES et al., 2014; FAGNANI, 2016; DAS et al., 2018), e por
isto, a comunidade cientifica busca novas alternativas, preferencialmente mais rapidas e baratas
para tal finalidade, como a bioimpedancia.

MedicGes de impedancia, para caracterizar adulteracdo de leite cru e UHT, com
diferentes proporcdes de &gua potavel, agua deionizada, peroxido de hidrogénio (H202),
hidroxido de soédio (NaOH) e formaldeido (CH20) foram realizadas por Durante e
colaboradores (2016). As amostras foram analisadas eletricamente aplicando as medicgdes de
espectroscopia de impedancia elétrica em um sistema microcontrolado, permitindo um
monitoramento em tempo real. Uma classificacdo dos resultados foi proposta usando um
algoritmo de k-vizinhos mais proximos que permitiu qualificar quantitativamente as amostras
em termos de pureza e adulteracao.

Também Chakraborty e Biswas (2018) variaram o percentual de gordura, entre 1,5 a

20% com creme de leite em amostras de leite UHT integral, semi e desnatado, e assim, testaram



os adulterantes (NaOH, NaHCO3, (NH4)2SO4 e NaCl) através de um sensor de impedancia,
sensivel a concentragdo idnica do meio de medicdo, dando diferentes angulo de fase da
impedancia. Conforme a concentracdo i6nica da solucdo, a difusdo destes ions se altera,
refletindo na variacdo do valor de medida da impedéancia. O sensor de bioimpedancia, obteve
um baixo limite de deteccdo para os adulterantes testados: 1g/L para (NH4).SO4 e NaCl e 2g/L
para NaOH e NaHCO:s.

E considerado fraude intencional a adicdo de substancias alcalinas, como o sab&o, no
leite, com o intuito de aumentar a conservacao ou diminuir a acidez, como também amido ou
ureia para aumentar a densidade, fazendo a reconstitui¢cdo da mesma, em caso de adi¢ao de dgua
(ABRANTES et al., 2014). Existem muitas formas de se adulterar o leite, por isto, Tripathy e
colaboradores (2017) propuseram em seu trabalho, a adocdo de marcadores combinados, ou
seja, de um laboratério multiplexado em plataforma de chip para avaliar os seguintes
adulterantes em leite: dgua da torneira, NaOH, NaCOs, (NH4).SOs, formol, ureia, acido
benzdico e &cido ciandrico. A adulteragdo com multicomponentes € uma pratica comum sendo
monitorada por estes autores a partir das mudancas na condutividade elétrica e no pH do leite,
sendo que a padronizacao do leite puro foi feita com a espectroscopia de impedancia com
eletrodo de trabalho de carbono vitreo e contador de platina/eletrodo de referéncia, a um
potencial de 0,3V e na faixa de frequéncia de 1Hz — 1MHz. Como resultado, verificaram que a
combinacdo de dois dados é eficiente para detectar a adulteracdo do leite, por exemplo,
impedancia e pH, para casos de fraudes com adi¢do de acido salicilico (4mg/mL) e posterior
calibracéo de pH com a adi¢do de NaOH. Apesar dos valores de pH estarem conforme o padréo
recomendado, a amostra foi identificada como "adulterada” monitorando as mudangas na
impedancia elétrica.

Também neste sentido, foi verificado a adulteracdo de leite com amido e detergente,
através de um micro sensor baseado na espectroscopia de impedancia. Os resultados indicaram
variacdo no valor de impedancia para diferentes concentracbes de amido e detergente nas
amostras, variando a faixa de frequéncia de 0,05 — 5,0kHz. A impedancia da amostra de leite
de referéncia em frequéncia 4,75kHz foi considerada 8,01 x 102Q, ja a amostra de leite
adulterada com 10% (p/v) de detergente teve um valor 56% do valor original, enquanto a
impedancia de amostra de leite adulterada com 10% (p/v) de amido apresentou um valor 160%
maior do valor de referéncia (GUPTA et al., 2017).

O trabalho desenvolvido por Das e colaboradores (2018), atraveés da detec¢do on-chip
empregando a espectroscopia de impedancia, determinou a adulteracdo de leite bovino com
0,1%; 0,3%; 0,5%; 0,7% e 0,9% (m/m) de sab&o, avaliando a variagcdo dos parametros elétricos:
impedancia, capacitancia, condutancia e corrente. Os autores observaram que a capacitancia, a
condutancia e a corrente aumentam, ao passo que a impedancia diminui com o aumento do teor

de sab&o no leite, sendo que o coeficiente de sensibilidade foi explicado em termos dos valores
de condutancia medidos.



Sude e Ghondinde (2019) através de um circuito em série, medindo os valores de
impedéancia conseguiram classificar quantitativamente o leite adulterado com &gua, ureia e
amido. Os autores perceberam que este tipo de adulteracdo altera principalmente a parte
resistiva da impedancia elétrica. A frequéncia de 90kHz se mostrou a melhor opcdo para
examinar a adulteragdo do leite, pois o sensor funciona como um elemento de fase constante.
Observaram também, que conforme a concentracéo de adulteracdo do leite aumenta, o valor da
tensdo diminui, assim como a condutividade e o valor de pH.

2.1.3 Bioimpedancia na avaliacdo microbiologica

A impedancia na microbiologia, principalmente em andlise de alimentos, ja tem sido
pesquisada desde os anos 70. Além da aplicacdo da bioimpedancia, que é comumente utilizado
para andlise do controle e quantificacdo microbiana, pesquisas também tém sido realizadas com
o intuito de avaliacdo da atividade metabolica bacteriana (BANCALARI et al., 2016). Liu e
colaboradores (2015) utilizaram um sensor de impedancia com microeletrodos interdigitados
para determinar a contaminacao bacteriana in situ, ou seja, em fazendas, laticinios e plantas de
processamento como uma ferramenta de controle de qualidade. Os pesquisadores testaram uma
variacdo de frequéncia entre 1Hz a LMHz, no entanto, concluiram que o crescimento bacteriano
causa mudanga mensuravel entre as frequéncias de 1Hz — 10kHz (baixa frequéncia). Diante
disso, determinaram o tempo de detec¢do (necessario para atingir uma mudanca de impedancia
de 10%) em 10Hz, conseguindo detectar a presenca de Escherichia coli no leite na concentracéo
de 7células/mL. O sistema testado mostrou ser eficiente e com alta sensibilidade para detectar
uma variacéo de células entre 7,2x10%a 7,2x108 células/mL. Vale ainda destacar, que a deteccio
bacteriana foi possivel sem a necessidade de fazer enriquecimento do leite para o crescimento
da E. coli.

No ano seguinte, Uria e colaboradores (2016) também publicaram resultados
relacionando o crescimento de E. coli com as alteragbes de impedancia associadas a
acidificagdo do meio de cultivo, mas na frequéncia de 10kHz. Diferentemente do estudo de Liu
e colaboradores (2015), os autores tiveram que enriquecer a amostra de leite. O sistema
apresentou menor sensibilidade de detec¢do comparado ao trabalho anterior, conseguindo
detectar uma concentragdo de E. coli em uma faixa de 102 a 10°UFC/mL em 6 horas de
incubagéo (margem de erro de 5-12%). Uma das conclus@es dos autores foi que as alteragdes
dependem do nimero de microrganismos na amostra, uma vez que para detectar as mudangas
elétricas é necessario a mudanca de pH devido ao metabolismo bacteriano.

Em um estudo utilizando um sistema comercial de analise microbioldgica BacTrac 4300
R, sob influéncia de quatro diferentes temperaturas, mostrou a capacidade de avaliar a cinética
de crescimento utilizando curvas de impedéncia. Foram utilizados no estudo supracitado quatro

espécies de bactérias lacticas, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus delbrueckii subsp.



bulgaricus, Lactococcus lactis e Streptococcus thermophilus totalizando 80 isolados, diluidas
de 10 a 100.000 vezes (BANCALARI et al., 2016). Os autores também propuseram uma
possibilidade, atraves da utilizacdo da impedancia, de avaliar o potencial de acidificacdo de
bactérias lacticas starter, utilizadas na transformacéo do leite, indicando novos potenciais de
aplicacdo da técnica na producdo de leite fermentado e queijo, principalmente queijos cozidos

e semi-cozidos.

2.1.4 Bioimpedancia na avaliacdo de contaminacédo de residuos quimicos e compostos
bioldgicos

A técnica de impedancia também tem sido aplicada na detec¢do de contaminacdo de
residuos quimicos e compostos bioldgicos como toxinas produzidas por microrganismos.
Farahi e colaboradores (2015) detectaram o herbicida Paraquat em amostra de leite utilizando
impedancia eletroquimica. Os autores conseguiram uma resposta da metodologia na faixa de
deteccdo entre 1,0x101* a 8,0x10™* mol/L, com uma repetibilidade de 1,03% considerando n=8.
Dé forma conclusiva, o0 método pode ser amplamente aplicado, desde que em condicdes de
trabalho otimizadas, para determinar ultra tragos do herbicida Paraquat, na ordem de 7,37x10"
18 mol/L, com boa sensibilidade.

Um ano apds o sucesso da pesquisa na deteccdo do herbicida Paraquat, um outro grupo
de pesquisadores projetaram um aptasensor e conseguiram detectar a presenca de aflatoxina
M1 (AFM1) em leite através da espectroscopia de impedancia eletroquimica. Para a detec¢édo
foi necessario um tratamento preliminar das amostras de leite usando uma extragdo simples
(liquido-liquido), seguida de uma filtracdo através de membrana de PTFE de 0,2mm
(ISTAMBOULIE et al., 2016). Concluiu-se que o sistema desenvolvido foi capaz de detectar
AFML1 entre 20 e 1000ng/kg que sdo compativeis com os niveis de contaminagdo natural.

Outro composto que também foi alvo de pesquisa com aplicacdo da técnica de
impedancia foi a ofloxacina (HUI e YING, 2017). Neste estudo, os autores objetivaram
investigar um método de analise quantitativa rpida da concentracéo de ofloxacina em leite cru,
em uma frequéncia de 1kHz, e criaram um modelo com base nos autovalores da relagéo sinal-
ruido maximos da técnica de impedancia eletroquimica. Hui e Ying (2017) concluiram que o
método apresentou alta acuracia, repetibilidade e recuperacgéo (recuperacao das amostras variou
de 88,2% a 94%), equivalente a precisdo de uma analise de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC). Comparativamente, o maior erro da técnica de impedancia eletroquimica
com HPLC foi de 1,22% e da técnica isolada de 0,67%.



3. Considerac0es Finais

O levantamento e a andlise sistematica dos trabalhos com a temética bioimpedancia em
leite, ndo pretendeu esgotar o assunto, ou fazer uma revisdo da técnica em sua totalidade, mas
adveio de uma proposta de evidenciar a versatilidade de aplicacdo da técnica. Nos ultimos 5
anos, foi possivel perceber o desenvolvimento da bioimpedancia como alternativa, em diversas
areas da ciéncia dos alimentos. Para o leite, especialmente, tem se mostrado promissora para
em andlises fisico-quimicas, monitoramento de diversos agentes adulterantes e ainda, no
controle microbiolégico. Contudo, a utilizacdo da bioimpedancia, como técnica para analise de
rotina na industria leiteira, apesar da rapidez e custo baixo, ainda carece de consolidagdo, que

com certeza vird através do desenvolvimento de maiores pesquisas.
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