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RESUMO

NASCIMENTO, C. F. Desenvolvimento de procedimento analitico limpo e ¢ om
alta sensibilidade para a determinacdo de melamina em leite. 2014. 63 f.
Dissertacao (Mestrado) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de
Séo Paulo, Piracicaba, 2014.

A melamina € um composto téxico ilegalmente empregado para adulterar o teor de
proteinas em leite. A ingestao de pequenas quantidades de melamina pode causar
complicacfes renais e até mesmo a morte de animais e humanos. Os procedimentos
usuais para a determinacdo de proteinas sdo baseados na quantificacdo de
nitrogénio total e ndo permitem detectar a adulteracdo. Neste trabalho, um
procedimento r4pido e limpo foi desenvolvido para a determinagdo de melamina
como adulterante em leite. Triton X-114 foi utilizado para o clean-up da amostra e
como fluoréforo. A determinacdo da melamina foi baseada na supressdo da
fluorescéncia do surfactante na fase pobre ap0s a extragdo em ponto nuvem.
Resposta linear foi observada entre 1,0 e 6,0 mg L" * de melamina, descrita pela
equacao de Stern-Volmer I°/ = 0,999 + 0,0165 Cyg. (r = 0,999). O limite de deteccéo
foi estimado em 0,8 mg L™ * (nivel de confianca de 95 %), o que permite a deteccéo
de 320 pg de melamina em 100 g de leite. Coeficientes de variagdo (n = 8) foram
estimados em 0,4 e 1,4 % na auséncia e na presencga do analito, respectivamente.
Recuperacbes entre 95 e 102% e os coeficientes angulares das curvas de
calibracdo obtidas na presenca e auséncia de leite indicaram a auséncia de efeitos
da matriz. Os resultados para diferentes amostras de leite concordaram com o0s
obtidos por cromatografia liquida de alto desempenho a um nivel de confianca de
95%.

Palavras-chave: Leite. Melamina. Extracdo em ponto nuvem. Triton X-114.
Fluorescéncia. Adulteracgéo.






15

ABSTRACT

NASCIMENTO, C. F. Development of a green and highly sensitive analyti  cal
procedure for the determination of melamine in milk . 2014. 63 f. Dissertacéo
(Mestrado) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Séao Paulo,
Piracicaba, 2014.

Melamine is a toxic compound illegally used to adulterate the protein content in milk.
The ingestion even of low amounts of melamine can lead to renal complications and
death of animals and humans. Usual procedures for the determination of total
nitrogen are not selective for the determination of non-protein nitrogen. In this work, a
fast and environmentally friendly procedure was developed for the determination of
melamine as a milk adulterant. Triton X-114 was used for sample clean-up and as a
fluorophore. Determination of melamine was based on fluorescence quenching of
surfactant in the poor phase after cloud point extraction in the presence of melamine.
A linear response was observed from 1.0 and 6.0 mg L™ melamine, described by the
Stern-Volmer equation 1°/ = 0.999 + 0.0165 Cye (r = 0.999). The detection limit was
estimated at 0.8 mg L™ level (95% confidence level), which enables detection of as
low as 320 pg in 100 g of melamine of milk. The coefficients of variation (n = 8) were
estimated at 0.4 % or 1.4 % in the absence or presence of the analyte, respectively.
Recoveries within 95-102 % and similar slopes of calibration graphs obtained with
and without milk indicated the absence of matrix effects. The results for different milk
samples agreed with those obtained by high performance liquid chromatography at

the 95% confidence level.

Keywords: Milk. Melamine. Cloud point extraction. Triton X-114. Fluorescence.

Adulteration.
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1. INTRODUCAO

A adulteracdo de alimentos é uma atividade praticada ha muito, tendo como
finalidade aumentar a quantidade de matéria-prima e obter maiores lucros [1]. As
adulteracdes causam problemas econdmicos, sociais e de seguranca alimentar,
gerando produtos de baixa qualidade. Os principais alvos de adulteracdo séao
alimentos que necessitam de diversas etapas de processamento antes de chegar ao
consumidor [1,2].

Os produtos lacteos sao de consumo universal e desempenham um papel
importante na alimentacédo. O leite e seus derivados sdo alimentos completos, ricos
em proteinas, vitaminas (e.g. A, B12 e D) e sais minerais (e.g. calcio, fosforo,
magnésio, zinco e potassio), que SA0 essenciais para 0 crescimento e
desenvolvimento da estrutura O0ssea e dentaria [3]. Devido ao elevado valor
nutricional, o leite € um produto muito valorizado no mercado, o que o0 torna
vulneravel a adulteracdes [1].

Dentre as andlises de controle de qualidade realizadas no leite, a avaliacao
dos solidos presentes esta entre as principais, sendo avaliado o teor de proteinas e
de gorduras, que define a remuneracéo ao fornecedor [4]. A adulteracdo do teor de
proteinas é feita através da adicdo de compostos ricos em nitrogénio, seguida da
diluicdo do leite com &gua, aumentando o volume do produto final. O teor de
proteina deve estar de acordo com a legislacdo, que estabelece o valor de
2,9 % (m/m) [5]. A determinacéo do teor de proteinas € usualmente realizada pelos
meétodos de Kjeldalh e Dumas, baseados na quantificacado de nitrogénio total [6].

Compostos como a ureia [7], melamina [6], sacarose [2], 6leos vegetais [2] e
sais de sodio [2] sdo os mais utilizados na adulteragdo do leite. A ureia é um
componente natural do leite, que pode ser encontrado entre 180 e 400 mg por litro
constituindo grande parte dos compostos nitrogenados nao-proteicos (ca. 55%).
Acima de 700 mg por litro no leite, a ureia pode causar diversos problemas no ser

humano, como indigestao, ulceras e deficiéncia renal [4,8].
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A melamina € um composto sintético, pouco soluvel em agua a temperatura
ambiente, muito empregado como adulterante do teor de proteinas devido ao
elevado teor de nitrogénio (66% m/m). A adicdo de 90 mg de melamina em um litro
de leite é suficiente para aumentar em ca. 1% o teor aparente de proteina [4].

Os principais procedimentos para a determinacdo de melamina em leite séo
de alto custo, além de consumirem quantidades significativas de solventes
organicos. Tendo em vista essas dificuldades, o objetivo deste trabalho foi
desenvolver um procedimento analitico limpo e rapido empregando extragdo em
ponto nuvem para o0 preparo de amostras, visando a determinacédo fluorimétrica de

melamina em leite.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Melamina

A melamina (Figura 1) € um trimero de cianamida, denominado 1,3,5-
triazina-2,4,6-triamina (C3HgNeg), que apresenta-se como um solido branco e inodoro
[9,10]. E um composto comercial que pode ser sintetizado a partir da ureia, gerando
um produto com até 99% de pureza [11,12]. Devido a sua resisténcia a altas
temperaturas (ca. 120°C) e estabilidade, € empregado na fabricagdo de plasticos,
resinas, laminados, revestimentos, filtros comerciais, colas, loucas, utensilios de
cozinha e adesivos [13]. A melamina também pode ser empregada como fertilizante

de liberacéo controlada [14].

NH

A,
P
HoN

N NH,

M2

Figura 1 - Estrutura quimica da melamina

Sob condi¢Bes acidas, a melamina pode ser hidrolisada em subprodutos
como amelina, amelida e acido cianurico [15,16], (Figura 2). A melamina apresenta
caracteristicas acido-base (pka = 5,0) e os seus subprodutos apresentam pka iguais
a4,5e94 (amelina); 1,8, 6,9 e 13,5 (amelida) e 6,9 (acido cianurico) [15]. Dentre os
subprodutos, o acido cianurico apresenta maior toxicidade, devido a formacgéo de
complexo cristalino com a melamina, de alto peso molecular e com baixa
solubilidade em agua; com a ingestdo diaria, ocorre acumulacdo dos cristais nos

tubulos renais [16,17].
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0 0 0
L Moow U
N NH Nl N~ HN NH
HoN N NH, HoN N o O N o)
H H
a b c

Figura 2 - Estruturas quimicas da amelina (a), amelida (b) e acido cianurico (c) [8]

A adulteracdo deliberada de leite por produtores tem sido uma atividade
cada vez mais constante em varios paises, sendo observados 0s principais casos de
adulteracao por melamina na China e nos EUA [9]. Por apresentar elevado teor de
nitrogénio e baixo custo, a melamina foi utilizada como adulterante em alimentos
como racdes para animais, leite e derivados, para aumentar o valor aparente de
proteina bruta [18]. Na Tabela 1 sdo indicadas as quantidades de melamina
encontradas em alguns tipos de alimentos adulterados por melamina. A adicao de
melamina no leite ndo pode ser detectada pelos métodos para a quantificacdo de
proteinas, baseados na determinacao de nitrogénio total. Os métodos mais utilizados
séo por via umida (Kjeldahl) [19,20] e por via seca (Dumas) [20,21], porém estes nédo

séo seletivos para nitrogénio proteico.

Tabela 1 - Alimentos contaminados por melamina [10,  11]

Amostras Concentracdo de melamina detectada (mg kg ™)
Farinha 10,6-59,6
Racao para suinos 30-120
Racao para peixe 53-400

Leite 3300
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2.1.1. Procedimentos para a determinacdo de nitrogé  nio total

O método de Kjeldahl permite determinar nitrogénio total e, indiretamente, o
teor de proteinas. Consiste na completa digestdo das amostras com acido sulfarico
concentrado a altas temperaturas, na presenca de catalisadores como cobre,
mercurio, selénio e titanio, num periodo de 2 a 4 horas. Nestas condicfes, 0
nitrogénio organico € convertido em ion aménio, que é separado por destilacdo de
amoOnia, apoOs alcalinizacdo do meio. A amoénia é indiretamente quantificada na
solugcdo aceptora pela titulagdo com um acido padronizado. Apesar de ser um
método muito utilizado para a determinacdo de nitrogénio, apresenta diversas
desvantagens como: elevado tempo de digestdo, toxicidade dos catalisadores,
riscos de perda da amostra durante a digestdo, producdo de gases nocivos e de
residuos toxicos, além da decomposicdo incompleta de alguns compostos (e.g.
piridina) [19,20].

O método de Dumas € totalmente automatizado e foi proposto
especificamente para medir o teor de nitrogénio em menos tempo (ca. 5 min).
Baseia-se na oxidacdo das substancias organicas em um forno a alta temperatura
(1050 °C). Os gases de combustdo (O,, CO,, H,0) séo eliminados e o 6xido de
nitrogénio é posteriormente convertido a nitrogénio, utilizando um catalisador de
cobre. A mistura é transportada para uma célula de condutividade térmica, gerando
uma resposta proporcional a quantidade de nitrogénio [21]. Alguns inconvenientes

sao os altos custos dos equipamentos e de sua manutencao [21].

2.1.2. Toxicidade e episddios de contaminacdo porm  elamina

De acordo com a Agéncia Internacional para pesquisa sobre o Cancer
(IARC), ndo ha evidéncias de carcinogenicidade da melamina em animais e
humanos [9,17,22]. Entretanto, o organismo humano ndo consegue metabolizar a
melamina e sua ingestdo pode originar cristais insolUveis, causando danos no
sistema urinario levando a insuficiéncia renal e, em casos extremos, a morte [9,17].

Os primeiros episodios de contaminacdo por melamina ocorreram em 1970,

na lItalia, onde foram encontrados residuos desta substancia em peixes [23]. Em
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2007, nos EUA, houve um surto de morte de animais de pequeno porte. As
investigacOes desse surto indicaram presenca de melamina e seus subprodutos nas
racoes, oriunda dos glutens de trigo e proteinas de arroz contaminados, que foram
importados da China [24]. Nestas investigacdes, foram encontrados ca. 8,5% de
melamina nas racoes [24,25].

Um ano ap6s o surto de contaminagdo das racdes, outros episodios de
adulteracdes de alimentos por melamina ocorreram na China. Os principais alvos
foram o leite e formulas infantis que tiveram os teores de proteinas adulterados.
Aproximadamente 300 mil bebés ficaram doentes e 6 morreram, sendo as principais
causas infecc¢des urinarias e acumulo de cristais nos rins [9,19,20,25].

ApoOs estes surtos de contaminacdo, agéncias reguladoras como a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) [22] e Food and Drug Administration (FDA)
[26] estabeleceram limites de 2,5 e 1,0 mg kg™ melamina para a ingestdo diaria por
adultos e criangas, respectivamente, para o leite e seus derivados [27,28]. Alguns
paises estabeleceram os seus préprios limites em alimentos, como indicado na
Tabela 2. Ressalte-se que, apesar dos casos sérios de contaminag¢do, nao foram

definidos limites na China [17].

Tabela 2 - Limites para melamina em alimentos defin  idos em alguns paises [17]

Pais Alimento Limite (mg kg ™)
EUA Leite e derivados 2,5
Australia Leite em po6 e formula infantil 1,0
Leite e derivados 2,5
Canada Leite em po6 e formula infantil 1,0
Leite e derivados 2,5
Russia Alimentos em geral 1,0
Nova Zelandia Matérias-prima de alimentos 5,0

Leite em p6 e férmula infantil 1,0
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2.1.3. Procedimentos de melamina

Os primeiros procedimentos para a determinacdo de melamina foram
desenvolvidos em 1980 [23]. A melamina é uma base fraca e pode ser extraida em
condigbes é&cidas, alcalinas e neutras, porém as extracdes mais comuns sdo da
espécie protonada (pH < 3), e da forma neutra, que geralmente € encontrada nos
alimentos [17].

As amostras de alimentos geralmente tém matrizes complexas e contém
grandes quantidades de proteinas, carboidratos e aglomerados de gorduras. Desta
forma, os procedimentos geralmente envolvem etapas de separacdo, pre-
concentracéo e derivatizacao [17].

Na China, onde ocorreram os principais casos de contaminagdo em humanos,
foi estabelecido um procedimento de referéncia para a determinagdo de melamina
em leite e produtos lacteos, empregando cromatografia a liquido de alta eficiéncia
(HPLC) [10,29-32]. Além disso, foram desenvolvidos diversos procedimentos
utiizando HPLC para a determinagdo de melamina e de seus subprodutos em
amostras de arroz, trigo e milho [29], leite [10,30], geleia real [32], carne de cordeiro
[33], entre outros. O HPLC apresenta sensibilidade adequada para a determinacao
de melamina em alimentos, com limite de deteccdo de até 5 pg L™ [10]. Entretanto,
além do alto custo do equipamento, estes procedimentos requerem um mMOroso
preparo das amostras e sdo consumidas grandes quantidades de solventes
organicos (e.g. metanol e acetonitrila) como eluentes. Por exemplo, para a
determinacdo de melamina em leite por HPLC, foi utilizado no preparo de amostra
30 mL de acetonitrila para cada 5 mL de leite [31].

Outros procedimentos analiticos para a determinacdo de melamina em leite
sdo baseados em cromatografia a liqguido acoplada a espectrometria de massas
(HPLC-MS) [33,34], devido a alta sensibilidade e especificidade, cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC/MS) [35,36], cromatografia de
alta eficiéncia com eletroforese capilar (HPCE) [37], eletroforese capilar (EC) [38] e
cromatografia de troca cationica [39]. A maioria dos procedimentos necessita de
clean-up das amostras, devido a complexidade das matrizes. Na determinacdo da
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melamina, 0s processos para separagdo e pré-concentracdo mais empregados sao
as extragdes liquido-liquido (ELL) [17] e em fase solida (EFS) [30,40].

Os procedimentos que utilizam espectrometria de massas assistida por
dessorcdo da matriz/ionizacdo por laser (MALDI-MS) [41], ressonancia magnética
nuclear (RMN) [23] e transferéncia de energia de ressonancia de fluorescéncia
(TERF) [42], requerem equipamentos de alto custo e um demorado preparo das
amostras, com diversas etapas como agitacdo, sonificacdo, centrifugacdo, EFS. Na
literatura, foram propostos procedimentos alternativos para a determinacdo de
melamina, baseados em quimiluminescéncia [18,43], imunoensaios [44], fluorimetria
[15], espectrofotometria UV-vis [9,27] e espectrometria Raman [45].

A quimiluminescéncia apresenta alta sensibilidade para a determinacéo de
melamina, porém o preparo de amostra € muito demorado [17,18]. Os imunoensaios
(e.g. ELISA) sdo muito seletivos, porem os kits sdo de alto custo, inviabilizando
analises de rotina [17].

Os procedimentos fluorimétricos descritos na literatura [15,42,46-48]
apresentam diversos inconvenientes. Por exemplo, o procedimento baseado na
inibicdo da oxidacdo do vermelho de acridina por permanganato de potassio [15]
requer um reagente caro (vermelho de acridina) e um complexo preparo da amostra,
com diversas etapas como extragdo, centrifugacdo, sonicacéo, filtragcdo e EFS
demorando ca. 60 minutos, além da utilizacdo de diversos reagentes como &cido
tricloroacético, metanol e acido cloridrico. Outros procedimentos fluorimétricos, como
a supressao de fluorescéncia do complexo carbonilico de Ru (1) [46], imunoensaio
de fluorescéncia polarizada [47], fluorescéncia de pontos quanticos (QDs) de CdTe
[48] e TERF entre QDs de CdTe e Rodamina B [42] apresentam alta sensibilidade,
mas o preparo de amostra é demorado (ca. 60 min) e consome grandes quantidades
de reagentes. Estas caracteristicas tornam os procedimentos inadequados para
andlises de rotina.

O desenvolvimento de procedimentos rapidos, limpos e de baixo custo €,
portanto, necessario para a determinacdo de melamina em leite em analises de

controle de qualidade.
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2.2. Extracdo em ponto nuvem

A extracdo em ponto nuvem € uma alternativa limpa para ELL visando a preé-
concentracdo do analito e/ou clean-up da amostra. Uma solucdo homogénea
contendo surfactante ndo ibnico acima da concentragdo micelar critica (CMC) torna-
se turva quando aquecida ou mediante a adicdo de sais, em um fenémeno
denominado ponto nuvem. Atingido o ponto nuvem, ocorre a formacdo de duas
fases macroscopicas, sendo uma rica em agentes tensoativos contendo as espécies
hidrofébicas e de pequeno volume e uma fase pobre, com concentracdo de
surfactante proxima a CMC [49-53].

A maior densidade da fase rica facilita o isolamento por centrifugacdo. O
surfactante néo-iénico Triton X-114 (Figura 3) tem sido o mais empregado nos
procedimentos de extragdo, por apresentar ponto nuvem proximo a temperatura
ambiente (entre 23 e 25°C) [49,50], biodegradabilidade e baixo custo [50], reduzindo
assim o impacto ambiental. O Triton X-114 apresenta CMC entre 0,20 e
0,35 mmol L' a 25°C; abaixo destes valores o surfactante encontra-se
predominantemente na forma de monémeros e, quando atingida a CMC, o processo
de formacao das micelas é favorecido [52]. Espécies hidrofébicas (e.g. micelas de

gorduras e proteinas) podem ser extraidas para fase rica em surfactantes [53].

CH3| "CH,
CH; CHjy

Figura 3 - Estrutura molecular do Triton X-114
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A extragdo em ponto nuvem foi aplicada em amostras de leite para a
determinacdo de proteinas (e.g. caseina) [50], utilizando o Triton X-114 e um sal
(e.g. KH,PO,) para a separacdo em baixa temperatura (ca. 25°C), evitando a
desnaturacdo das proteinas. Outras aplicacdes enfocaram a determinacdo de
penicilina [54], adrenalina [55], manganés [56] e sulfonamidas [57] em leite. Em
todas as aplicacdes os analitos foram determinados na fase rica em surfactante e,
em grande parte, foi utilizada a técnica de HPLC [49,53,54,57]. Procedimentos
combinando espectrofluorimetria com a extragdo em ponto nuvem foram

desenvolvidos para outras matrizes (e.g. urina humana) [58].

2.3. Supresséo de fluorescéncia

A fluorescéncia € um processo de luminescéncia no qual ocorre a excitacao
de atomos ou moléculas através da absorcdo de radiacdo eletromagnética. As
espécies excitadas sofrem relaxacdo ao seu estado de menor energia (estado
fundamental) liberando fétons [59,60]. A emissao de fluorescéncia ocorre em um
intervalo de tempo muito curto (ca. 10° s). Todas as moléculas que absorvem
radiacdo apresentam potencial para emitir fluorescéncia, porém a maioria das
espécies perde energia por meio de relaxacdo ndo radiativa, ndo emitindo
fluorescéncia. A maioria das moléculas fluorescentes sdo compostos aromaticos
[59]. O aumento da fluorescéncia ocorre quando as moléculas séo rigidas ou em
baixas temperaturas, que diminui o nimero de colisdes que levariam a perdas de
energia por relaxacdo colisional. A melamina e o Triton X-114 sdo exemplos de
moléculas fluorescentes [58,61].

A reducdo da intensidade de fluorescéncia por interagdes intermoleculares é
denominada supressédo de fluorescéncia, que pode ser estética ou dinamica [60]. A
supressdo estatica deve-se a formacdo de um complexo n&do emissor entre o
fluoréforo e o supressor, enquanto a supressao dinamica ocorre pela colisdo das
moléculas do fluoréforo com o supressor [60]. A supressdo de fluorescéncia é
guantitativamente expressa pela equacao de Stern-Volmer (Equacéo 1).
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Na Equacgédo 1, I° e | sdo as intensidades de fluorescéncia na auséncia e na
presencga do supressor, respectivamente. Os valores de Kp e kg Séo as constantes de
supressdo e a constante bimolecular, respectivamente. [Q] € a concentracdo do
supressor e Tp € 0 tempo de vida do fluor6foro na auséncia do supressor [60]. A
equacdo de Stern-Volmer indica que um gréafico de 1°1 em funcéo de [Q] deve ser
uma linha reta com coeficiente linear proximo a unidade.

A diferenciacdo da supressdo pode ser realizada por experimentos com
medidas de fluorescéncia variando a temperatura, viscosidade e, principalmente,
medidas do tempo de vida de fluorescéncia apos a interrupg¢édo da irradiagdo [60].
Com o aumento da temperatura, observa-se aumento do coeficiente angular da
curva I°/1 em funcdo de [Q] para supressdo dindmica e 0 inverso para supressao
estatica [60]. Como a supressao estatica ocorre devido a formacgdo de um complexo
ndo emissor de radiagdo, a medida que a temperatura aumenta, tende a ocorrer a
dissociacdo de complexos fracamente ligados, ocasionando o0 aumento da
intensidade de fluorescéncia. Por outro lado, em altas temperaturas ocorre o
aumento de colisdes favorecendo a perda de energia da espécie por relaxacdo nao-
radiativa e, portanto, aumentando a supressao, caso esta seja do tipo dinamico [60].
Por esta razdo, a supressdao dinamica é também chamada de colisional. Efeito
similar é observado com a diminuicdo da viscosidade do meio. Se o tempo de vida
da fluorescéncia ndo sofre variacdo na presenca do supressor a supressao € do tipo
estatico; quando ocorre diminuicdo do tempo de vida, a supressédo € considerada
dindmica, ou seja, ocorre a transferéncia de energia do fluoréforo excitado para o

supressor [60].
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Fluorescéncia

3.1.1. Instrumentos e acessorios

Todos o0s espectros de excitagdo e emissao foram obtidos em um
espectrofluorimetro (Agilent) utilizando uma cubeta de quartzo com 1,0 cm de
caminho otico. Uma mesa agitadora (Tecnal), um banho termostatizado (Marconi) e
uma centrifuga (Quimis) foram utilizados para homogeneizacdo das solucgdes,

controle de temperatura e para promover a separacao de fases.

3.1.2. Reagentes e solugdes

Todas as solucdes foram preparadas com agua ultrapura (18,0 MQ cm).
Solucéo estoque de melamina (Merck, Alemanha) foi preparada por dissolucdo de
100,0 mg do reagente em ca. 40,0 mL de agua a 40 °C e ajuste de volume para
100,0 mL. As solucbes de referéncia (1,0 a 6,0 mg L*) foram preparadas
diariamente a partir da diluicdo do estoque em agua.

Solucdo estoque de Triton X-114 (Sigma, Alemanha) foi preparada na
concentracdo de 12 mmol L™ em &gua. Solucdo de é&cido tricloroacético (Merck,
Alemanha) 0,3 mol L™ foi preparada pela dissolucdo de 4,902 g de reagente em
100,0 mL de agua.

3.1.3. Procedimentos

3.1.3.1. Medidas do tempo de vida de fluorescéncia

A solucdo de Triton X-114 foi preparada na concentracdo de 0,35 mmol L*
(valor correspondente a CMC do surfactante) [52]. Em 5,0 mL da solucéo de Triton



37

X-114 foi adicionado 10,0 mL de &gua. A solucdo foi agitada, aquecida por
10 min a temperatura controlada de 50 °C e centrifugada por 5 min numa rotagao de
5000 rpm. O tempo de vida foi medido na auséncia e na presenca de
melamina (3,0 mg L), com excitacédo e emissdo do Triton X-114 em 235 e 302 nm,

respectivamente.

3.1.3.2. Medidas fluorimétricas com a variagcdo dat emperatura e acidez

As medidas de fluorescéncia com a variagdo de temperatura foram
realizadas com solucdo de Triton X-114 12,0 mmol L e solucdo de &cido
tricloroacético 0,3 mol L™. Foram utilizados 2,0 mL da solucdo de Triton X-114,
1,0 mL da solucéo de acido tricloroacético e 7,0 mL de agua. A solucéo foi agitada
por 5 min, aquecida por 10 min a temperatura controlada de 50 °C e centrifugada por
5 min numa rotacao de 5000 rpm; a fase pobre foi separada da fase rica e dividida
em 2 tubos. A um dos tubos foi adicionado 6,0 mg L™ de melamina. Os tubos
contendo a fase pobre foram aquecidos as temperaturas de 20, 25, 30 e 35 °C por
10 min cada. Em cada temperatura foram medidas as intensidades de fluorescéncia
na auséncia e na presenca de melamina (excitacao: 235 nm e emissao: 302 nm).

O efeito da acidez foi avaliado com solucao preparada a partir de 2,0 mL de
solucdo de Triton X-114 12,0 mmol L™ e 8,0 mL de &gua com pH ajustado de 2 a 10.
A solucédo foi agitada por 5 min, aquecida por 10 min a temperatura controlada de
50 °C e centrifugada por 5 min a 5000 rpm; separou-se a fase pobre da fase rica e a
fase pobre foi dividida em 2 tubos. A um dos tubos foi adicionado 6,0 mg L™ de
melamina. Em cada pH foram medidas as intensidades de fluorescéncia na auséncia

e na presenca de melamina.

3.1.3.3. Otimizagao do procedimento

A otimizagcdo do procedimento foi realizada avaliando os efeitos das
concentragbes de &cido tricloroacético e Triton X-114. O efeito do &cido
tricloroacético foi avaliado nas concentracdes de 0,1 a 0,3 mol L*, adicionando
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1,0 mL da solugéo a 0,5 mL de leite. A mistura foi agitada e centrifugada. Para
extracdo em ponto nuvem, foi adicionado 7,0 mL de agua e 2,0 mL de solucéo de
Triton X-114 12,0 mmol L™ a 1,0 mL do sobrenadante da mistura anterior. A mistura
foi agitada por 5 min, aquecida por 10 min a temperatura controlada de 50 °C e
centrifugada por 5 min a 5000 rpm. As medidas de fluorescéncia foram realizadas na
fase pobre, utilizando fendas de excitacdo e emissdo correspondentes a resolucéo
de 2,5 nm (excitagdo: 235 nm e emissao: 302 nm).

O efeito da concentracdo de Triton X-114 foi avaliado entre 6,0 e
18,0 mmol L™, mantendo a concentracéo de &cido tricloroacético em 0,3 mol L. A
solucgéo foi agitada, aquecida e centrifugada conforme descrito acima. Nas medidas
de fluorescéncia da fase pobre foram utilizadas fendas de excitacdo e emisséo

referente a resolucédo de 5,0 nm.

3.1.3.4. Preparo de amostra

Amostras de diferentes tipos de leite (integral UHT, desnatado UHT e
pasteurizado tipo A e leite em po integral) foram obtidas no comércio local. O leite
em poé foi preparado conforme as instrugbes do rétulo. Para a precipitacdo das
proteinas, utilizou-se 0,5 mL de leite para 1,0 mL de solucdo de &cido tricloroacético
0,3 mol L, a solugéo foi agitada por 5 min e centrifugada por 5 min a 5000 rpm.

Para a extracdo em ponto nuvem, foi adicionado 12 mL de agua e 2,0 mL de
solucdo de Triton X-114 12 mmol L a 1,0 mL do sobrenadante da mistura
preparada anteriormente. A solugcao foi agitada por 5 min, aquecida em banho de
agua a 50 °C por 10 min e centrifugada por 5 min a 5000 rpm. A solucéo ficou em
repouso em banho de gelo por 10 min para facilitar a separacdo das fases. O
procedimento de extragcdo em ponto nuvem foi realizado em triplicata.

A fluorescéncia do Triton X-114 foi medida na fase pobre em surfactante a
302 nm, com excitacdo em 235 nm. As fendas de excitacdo e emissdo foram
ajustadas para se obter uma resolucéo de 5 nm. O software fornecido pelo fabricante

foi utilizado para a aquisi¢ao de dados.
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3.1.3.5. Procedimento de referéncia

O procedimento de referéncia foi baseado em cromatografia micelar [10]. Foi
utilizado um aparelho de HPLC (Agilent1200), com detector de UV DAD com uma
coluna cromatogréfica C18 (Agilent, 0,46 x 10 cm, 3,5 pm), com tamanho de poros
de 95 A.

A fase movel foi composta por solucdo de dodecilsulfato de sddio (SDS)
0,05 mol L™ (Merck, Alemanha, 99% de pureza) em tampé&o fosfato 0,1 mmol L™, pH
3, contendo n-propanol 7,5% (Merck, Alemanha).

O preparo das amostras de leite foi realizado diluindo 1,0 mL de leite em
10,0 mL da solugcdo de SDS 0,05 mol L™. Foram utilizadas amostras de diferentes
tipos de leite (integral UHT, desnatado UHT, pasteurizado tipo A e em pé integral,
preparado conforme as instrugbes do rétulo). As solucdes de referéncia (1,0 a
6,0 mg L™* melamina) foram preparadas em meio de leite integral, de acordo com o
procedimento descrito anteriormente.

As amostras foram analisadas por HPLC apds a homogeneizacdo do leite
com a solucdo de SDS, utilizando fase mével a vazdo de 1,0 mL min™ e deteccéo
espectrofotométrica (210 nm). Apds as andlises, a limpeza da coluna foi realizada
com agua e metanol por 2 horas cada, numa vazéo de 1,0 mL min, para remocao
do SDS.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Clean-up das amostras de leite

O leite é uma matriz muito complexa e necessita de um preparo de amostra
eficiente, de modo que as determinagdes de melamina n&o apresentem interferéncia
de espécies concomitantes. Cada 100 g leite em média é composto por 2,9 g de
proteina e 3,1 g de gordura [15]. Os procedimentos para a determinacdo de
melamina em leite utilizam solventes organicos como acetonitrila [42,45], metanol
[47] e cloroformio [48] ou &cido tricloroacético [46] para a desnaturacao de proteinas.
Neste processo, ocorre a separacao da fase aquosa (soro do leite), que contém o
analito, da fase organica, rica em proteinas e micelas de gorduras [15]. Para o
isolamento das fases, o procedimento mais utilizado é a filtracdo (e.g. membrana de
0,45 um), porém necessita de membranas compativeis com o solvente utilizado no
clean-up da amostra (e.g. membranas de celulose regeneradas, poliamida (Nylon) e
politetrafluoroetileno (PTFE)) [63]. Alguns procedimentos substituem a filtracdo pela
EFS [40], utilizando um cartucho de extracdo e metanol como eluente. Essas etapas
de preparo de amostra tornam os procedimentos morosos, com alto custo e
prejudiciais ao meio ambiente devido a utilizacdo de solventes toxicos.

O clean-up do leite com acetonitrila, metanol ou acido tricloroacético, seguido
de filtracdo, mostrou-se ineficiente para a remocédo das espécies concomitantes
presentes no leite, pois a solugdo resultante apresentava coloragcdo amarelada,
sendo indicativo da presenca da gordura do leite. Na Figura 4 é mostrado que
ocorreu a separacao das proteinas e da gordura com a adi¢cao dos reagentes. Com
acetonitrila e metanol (tubos a e b), essa separagao néo foi eficiente, formando uma
borda amarela de gordura na fase sobrenadante. O &cido tricloroacético, muito
utilizado para a precipitacdo de proteinas, foi uma alternativa para o clean-up das
amostras de leite [9,46]. Com este reagente, ndo houve a formacdo de borda
amarela, indicando que a gordura ficou na solucédo (Figura 4c). O soro do leite apos

a centrifugacdo apresentou-se com pequenas goticulas de gordura e coloragéo
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esbranquicada que também sdo prejudiciais para as medidas por fluorescéncia.
Desta forma, para a remocéao da gordura foi necessario avaliar outro tipo de clean-up
previamente as medidas de fluorescéncia. A estratégia aplicada foi a utilizacdo da
extracdo em ponto nuvem para remocao da gordura do soro do leite, apds o clean-
up com o acido tricloroacético. Nestes procedimentos, as espécies hidrofébicas que
estdo presentes em solucdo (e.g. aglomerados de gordura) interagem com o0s
sistemas micelares e sdo extraidas para a fase rica em surfactante. A fase pobre,
onde se encontra predominantemente a melamina, apresenta-se limpida (Figura 5)

podendo ser utilizada diretamente nas medidas por fluorescéncia.

Figura 5 - Extracdo em ponto

Figura 4 - Tratamento do leite com

" L nuvem em leite: fase pobre em
acetonitrila (a), metanol (b) ou &cido P

. » surfactante (a) e fase rica em
tricloroacético (c)

surfactante (b)
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4.2. Fluorescéncia da melamina e do Triton X-114

Em solucdo aquosa, melamina apresenta fluorescéncia com maximos de
excitacdo e emissdo em 250 e 367 nm [61], respectivamente, conforme espectros
apresentados nas Figuras 6 e 7. Na Tabela 3, observa-se que a intensidade de

fluorescéncia aumenta com a concentragéo de melamina.
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Figura 6 - Espectro de excitacdo da melamina 10 mg L em solucdo aquosa
(larguras de fenda correspondentes a resolucdo de 10 nm). Emissdo medida em 367

nm.
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Figura 7 - Espectro de emissdo da melamina 10 mg L™ em solug&o aquosa (larguras
de fenda correspondentes a resolucdo de 10 nm). Excitagdo medida em 250 nm.

Tabela 3 - Intensidades de fluorescéncia de melamin  a em solucdes aquosas

Concentracdo de melamina (mg L %) Intensidade de Fluorescéncia
0,05 72,5
1,0 170,7
3,0 316,1
5,0 4948
8.0 720,8

O Triton X-114 & um surfactante ndo iénico fluorescente, com maximos de
excitacao e emissao em 225 e 302 nm [58], respectivamente. O espectro de emisséo
do Triton X-114 é mostrado na Figura 8. Na presenca de melamina as medidas de
fluorescéncia do Triton X-114 forma afetadas. Em fungdo da concentracao
relativamente alta do surfactante utilizada nos procedimentos de extracdo em ponto
nuvem, todos os espectros utilizando o surfactante foram obtidos utilizando fendas

de excitacdo e emissao correspondentes a resolucdo de 5 nm.
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Foi observada supressédo de fluorescéncia do Triton X-114 com a adi¢cdo de
melamina (Figura 8). A equacado de Stern-Volmer € obedecida, com relacéo linear
entre 1°/ e a concentracdo de melamina (r=0,999), com coeficiente linear proximo de
1,0. Além disso, a banda correspondente a emissdo da melamina (367 nm) nao foi
observada na presenca do surfactante, mesmo com a adicdo de 200 mg L™
Portanto, a determinagédo da melamina foi baseada no seu efeito supressor sobre a
fluorescéncia do Triton X-114 na fase pobre em surfactante e a resposta analitica foi

baseada na razao I°/I.
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Figura 8 - Espectros de emissao do Triton X-114 na auséncia (a) e na presenca de

melamina nas concentracdes de 1 (b), 2 (c), 3 (d), 4 (e), 5 (f)e 6 mg L™ (g)
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4.3. Influéncia da temperatura e da acidez na inten  sidade de fluorescéncia do
Triton X-114

As avaliacbes de temperatura e acidez da influéncia da intensidade de
fluorescéncia do Triton X-114 foram realizadas na auséncia de leite. A intensidade
de fluorescéncia usualmente diminui com o aumento da temperatura [59,60]. Este
efeito foi observado na intensidade de fluorescéncia do Triton X-114 tanto na

presenca, quanto na auséncia de melamina (Figura 9).
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Figura 9 - Influéncia da temperatura na intensidade de fluorescéncia do Triton X-114

na auséncia (a) e na presenca de melamina (b)

A resposta analitica foi maxima na temperatura de 30 °C (I°/l = 1,15).
Entretanto, a menor dependéncia com a temperatura foi observada entre 20 a 25 °C,
(I°’h = 1,11 e 1,12, respectivamente). Visando evitar a necessidade de rigoroso
controle de temperatura, as medidas foram realizadas a temperatura ambiente (23-
25 °C).

A intensidade de fluorescéncia do Triton X-114 aumenta com o pH, tanto na
auséncia, quanto na presenca de melamina (Figura 10). A maior intensidade de

fluorescéncia do Triton X-114 ocorre em meio alcalino, o que esta de acordo com
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estudos anteriores [58]. Porém, a resposta analitica foi maxima e praticamente
constante entre pH 2 e 4 (I°/l = 2,131 e 2,065, respectivamente), intervalo que inclui
o pH da solucédo apos a precipitacdo de proteinas com acido tricloroacético (pH 3).
Desta forma, nenhum ajuste de acidez foi necessario para a medida de supressao

de fluorescéncia, evitando uma etapa adicional de tratamento da amostra.
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Figura 10 - Influéncia da acidez na intensidade de fluorescéncia do Triton X-114

(12,0 mmol L™) na auséncia (a) e na presenca de melamina (b)

4.4. Supressao de fluorescéncia

A causa da supresséao de fluorescéncia foi identificada por medidas de tempo
de vida do fluoroforo e medidas da intensidade de fluorescéncia em diferentes
temperaturas na auséncia e presenca de melamina. Nas medidas do tempo de vida
do Triton X-114 foi observada a reducdo de 10,8 para 5,5 ns na presenca de
melamina, indicando que o processo de supressao € dinamico (colisional) [60].

Também foram realizados experimentos envolvendo medidas de
fluorescéncia em diferentes temperaturas (20 a 35°C), Tabela 4. Os coeficientes
angulares aumentaram com a temperatura (0,0589 L mg'l a 20 °C e 0,0610 L mg'l

a 35 °C), comportamento indicativo de supressdo dindmica. O aumento da
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temperatura favorece o aumento de colisdes entre o supressor e o fluoroforo,
diminuindo a intensidade de fluorescéncia. Desta forma, este experimento confirma a

conclusao das medidas de tempo de vida.

Tabela 4 - Supressdo de fluorescéncia do Triton X-1 14 em diferentes

temperaturas
Temperatura ( °C) Kb
20 0,0589
25 0,0591
30 0,0595
35 0,0610

4.5. Otimizag&o do procedimento

Os efeitos das concentracdes de &cido tricloroacético e Triton X-114 no
clean-up da amostra foram avaliados visando obter valores préximos de intensidade
de fluorescéncia para extratos de leite e solu¢des de referéncia. Como demonstrado
na Figura 11, com o aumento da acidez ocorre a atenuacdo da fluorescéncia do
Triton X-114, o que esta de acordo com o0 observado no experimento com variagdo
de pH (Figura 10).
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Figura 11 - Efeito da concentracdo do acido tricloroacético na auséncia

(a,c) e presenca de leite (b,d) e na auséncia (a,b) e presenca de melamina (c,d).

Em concentracdes mais baixas de &cido tricloroacético (0,1 mol L™)
suspensdes turvas foram obtidas a partir do leite, indicando a incompleta
precipitacdo de proteinas, o que poderia causar espalhamento de radiacdo nas
medidas de fluorescéncia. Para concentracées mais elevadas (0,3 mol L), sem a
adicdo de melamina, intensidades de fluorescéncia similares (1°) foram obtidas na
auséncia e na presenca de leite. Nesta concentracdo de acido tricloroacético, apos o
clean-up, foi visualizado que o soro do leite apresenta-se mais limpido em relacdo as
menores concentragdes. Conforme a avaliagdo do efeito da acidez (Figura 10), a
relacdo 1°/I ndo variou significativamente entre pH 2,0-4,0 e o pH préximo a 3,0 foi
adequado para a quantificacdo de melamina.

O Triton X-114 deve remover gorduras quantitativamente para evitar
interferéncia e apresentar um sinal de referéncia adequado (1°). O efeito da
concentragdo de surfactante foi avaliado usando o soro do leite (ap0s precipitacdo

de proteinas) e a solucao de referéncia (Figura 12).
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Na Figura 12 pode ser visualizado que ndo h4 diferencas significativas entre
as intensidades de fluorescéncia nas diferentes concentracdes de Triton X-114.
Como esperado, a concentracdo de surfactante na fase pobre permanece proxima a
CMC [51,52]; o aumento da concentracao de Triton X-114 causa apenas 0 aumento
do volume da fase micelar. Além disso, a intensidade de fluorescéncia na presenca
de melamina nao foi afetada pela concentragdo de Triton X-114, o que indica que a
remocado do analito para a fase rica durante o clean-up da amostra ndo foi
significativa. Isto era esperado devido ao pH 3,0 do extrato antes da extracdo em
ponto nuvem, condigcdo em que > 99% de melamina encontra-se na forma protonada
(pKa = 5) [15]. As relacBes mais proximas 1%/ foram atingidas com 12 mmol L™ de
Triton X-114 (1,69 e 1,68 na presenca e auséncia de leite, respectivamente). Esta

concentracdo de surfactante foi entdo escolhida para estudos posteriores.

4.6. Caracteristicas analiticas e aplicacao

ApoOs otimizacdo do procedimento proposto, resposta linear foi observada

entre 1,0 e 6,0 mg L™ de melamina, com limite de deteccéo estimado em 0,8 mg L™
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(nivel de confianca de 95%). Este limite permite a detec¢cdo de adulteracdo de
320 pg de melamina em 100 gramas de leite, com custo de R$ 0,24/determinacgéo.

Os coeficientes de variacdo foram estimados em 0,4% e 1,4% (n = 8) na
auséncia e na presenca de melamina, respectivamente. O procedimento apresentou
sensibilidade adequada para a determinacdo de melamina no leite, mesmo apés a
diluicdo de 45 vezes durante o preparo da amostra. Em cada determinacéo, foram
consumidos 6,4 mg de Triton X-114 e 294 mg de &cido tricloroacetico.

Com base na relacdo I°/l e na equacdo de Stern-Volmer, foram obtidas
curvas de calibragcdo com agua (Equacao 2) e leite (Equacgéo 3), com coeficientes de
correlacdo (r) de 0,999 e 0,993, respectivamente. As recuperacdes de melamina
foram estimadas em 4 diferentes tipos de leite, enriqguecidos com melamina 2,00 e
4,00 mg L, resultando em valores entre 95 e 102% (Tabela 5). Estes resultados
indicam a auséncia de efeitos de matriz e a viabilidade de se quantificar melamina

em leite utilizando solu¢des de referéncia preparadas em agua.

IO

7= 0,999+0,0165 CygL (2)

?z 1,000+ 0,0161 CyeL (3)
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Tabela 5 - Estudo de adic&o e recuperacdo da melami  na em amostras de leite

Amostra Melamina (mgL™) Recuperacédo (%)
Adicionado Recuperado

Leite em po integral 2,00 1,92 96
4,00 3,80 95
Leite integral UHT 2,00 2,00 100
4,00 4,04 101
Leite desnatado 2,00 2,02 101
4,00 3,96 99
Leite pasteurizado 2,00 2,04 102
integral 4,00 4,00 100

4.7. Procedimento de referéncia

A melamina € um composto hidrofilico e apresenta pouca afinidade com
colunas C18 ou C8, quando se utiliza fase movel com solventes como acetonitrila e
metanol [63]. Existem algumas alternativas para a separacdo da melamina do leite
como a utilizacdo de outros tipos de coluna ou a utilizacdo de fase movel que possui
a capacidade de alterar as propriedades de retencdo da melamina na coluna.

O procedimento de referéncia foi proposto por Rambla-Alegre et al. (2010),
sendo a determinacdo da melamina em leite baseada em HPLC utilizando fase
movel micelar. O procedimento € simples e ndo necessita de clean-up da amostra. A
fase modvel micelar, utilizando o surfactante SDS, promove a solubilizagcdo de
substancias hidrofébicas (e.g. gorduras e proteinas) [10].

A cromatografia liquida micelar € uma técnica de HPLC de fase reversa, que
apresenta diversas vantagens como a seletividade e versatilidade [64]. Os

surfactantes (e.g. SDS) modificam a natureza da fase estacionaria e solubilizam as
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micelas de gordura e proteinas impedindo a sua precipitacdo na coluna; o0s
mondmeros de SDS também competem com as proteinas evitando ligagdo com a
melamina [10,64]. Assim as proteinas e outras substancias hidrofobicas séo eluidas
em menor tempo (ca. 3 min) e a melamina permanece retida na coluna, sendo eluida
ca. 8,26 min como demonstrado na Figura 13. Para a separacdo eficiente, é
necessario que a melamina esteja protonada para que possa interagir com o SDS
ligado a fase estacionaria. Em sua forma neutra, a melamina seria eluida juntamente
com as espécies concomitantes presentes no leite [10]. O SDS foi utilizado por ser
um surfactante anidnico, solivel em &gua, de baixo custo e baixa CMC [10]. A
utilizagdo de um alcool de cadeia curta (n-propanol), juntamente com o SDS,

melhora a eficiéncia de solubilizacdo das proteinas [10].
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Figura 13 - Cromatograma de uma amostra de leite contendo melamina obtido
pelo procedimento de referéncia [10]

A avaliacdo comparativa entre os procedimentos proposto e o referéncia foi
realizada com diferentes tipos de leite (p6 integral, integral UHT, pasteurizado
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desnatado tipo A e semi-desnatado UHT) enriquecidos com melamina 2,5 mg L™. De
acordo com a Tabela 6, as concentragbes de melamina encontradas nao diferem

significativamente a 95% de confianca.

Tabela 6 - Concentracdes de melamina determinadas p  elos procedimentos
proposto e de referéncia.

Amostra Melamina (mg L )*
Fluorescéncia HPLC [10]
Leite em po integral 2,50+0,14 2,44 £ 0,01
Leite integral UHT 2,60+0,14 2,60+0,01
Leite semi-desnatado UHT 2,73+0,11 2,58 £0,01
Leite pasteurizado desnatado 2,43+0,21 2,85 +0,07
Leite semi-desnatado UHT 2,71+£0,14 2,63+£0,01

*Valores médios e incertezas estimados por medidas em triplicata

O procedimento cromatografico apresenta algumas desvantagens, como 0
alto tempo de analise e uma etapa de limpeza da coluna para a remoc¢édo do SDS,
necessitando em média de 4 horas.

Na Tabela 7 é apresentada uma comparacdo das caracteristicas analiticas
obtidas em diferentes procedimentos para a determinacao de melamina em leite. O
procedimento proposto € mais ambientalmente amigavel e requer um dos mais
simples pré-tratamentos da amostra, utilizando apenas o acido tricloroacético e a
extragdo em ponto nuvem no preparo de amostra. Em relacdo aos demais
procedimentos o procedimento proposto gasta ca. 40 mim. nas determinacfes. A
faixa de resposta linear inclui o limite estabelecido pela OMS [22] e FDA [26]. Em
comparacdo com o procedimento fluorimétrico anteriormente descrito [15], ©
processo proposto € simples (evita derivatizagdo quimica e complexo preparo de
amostra). Muitos dos procedimentos citados necessitam de diversas etapas de
clean-up, [15,45] e a maioria utiliza solventes organicos [18,37,42] ou reagentes

toxicos como o acetato de chumbo [30,46].
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Tabela 7 - Procedimentos para a determinagéo de mel

amina em leite

Faixa Linear
Técnica Tratamento da amostra (mg L™ RSD (%) Referéncia

14 Este

Fluorescéncia TCA e extragdo em ponto nuvem comTriton X-114 1,0-6,0 (n=8) trabalho

Espectrometria de UV-vis TCA e quitosana estabilizada com nanoparticulas de ouro 0,1-100 4,2 (n=8) [9]
HPLC SDS e tampéo fosfato pH 3 0,2-100 < 7,6 (n=6) [10]
TCA e cloreto de metileno seguido por EFS com eluicdo com
Fluorescéncia metanol:solu¢éo de HCI 0,00021-1,6 2,3 (n=6) [15]
Quimiluminescéncia TCA e acetonitrila 0,2-80 3,7 (n=11) [18]
TCA e acetato de chumbo seguido por EFS com eluicdo com
RP-HPLC-DAD metanol:agua 0,1-50 3,1 (n=11) [30]
HPCE TCA e acetonitrila seguido por EFS com eluicdo com metanol:agua 0,8-80 1.22 (n=6) [37]
TCA, acetonitrila e cloroférmio seguido por EFS com eluicdo com
MALDI-TOF MS metanol:agua O <14 (n=11) [41]
2,9-3,5
Fluorescéncia TCA, acetonitrila e cloroférmio 0,63-504,40 (n=3) [42]
Espectroscopia de 2,54-4,60

Raman Tratamento com acetonitrila,filtragédo e diluicdo 0,005- 0,1 (n=5) [45]
Fluorescéncia TCA e acetato de chumbo 0,0003-0,1 1,9 (n=3) [46]
Fluorescéncia metanol:agua 24,1-964,4 19 (n=3) [47]
Fluorescéncia TCA e cloroférmio 10-100 1,4 (n=11) [48]

EFS: extragdo em fase solida; SDS: Dodecilsulfato de sédio; TCA: 4cido tricloroacético
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5. CONCLUSOES

Um procedimento simples, limpo e rapido foi desenvolvido para a
determinacdo de melamina no leite adulterado, sendo explorada, pela primeira vez,
a supressao de fluorescéncia de Triton X-114. Tratamento do leite com acido
tricloroacético e extracdo ponto nuvem foram utilizados para a desnaturacdo de
proteinas e remocao de lipidios, respectivamente, evitando assim os efeitos da
matriz. O procedimento proposto requer um simples preparo da amostra, evita
etapas de pré-concentracdo e derivatizacdo quimica para a determinacdo de
melamina. Evita-se, portanto, a utilizacdo de reagentes toxicos e solventes
organicos.

O procedimento atende aos limites estabelecidos pelas agéncias
reguladoras como a OMS e FDA. As caracteristicas analiticas, como precisao e
sensibilidade foram favoraveis para a determinacdo de baixas concentracbes de
melamina. O procedimento apresentou respostas concordantes com procedimento
de referéncia.

Através das medidas do tempo de vida do fluoroforo e de fluorescéncia em
funcdo da temperatura foi possivel determinar que o processo de supressao da
fluorescéncia é dinamico.

O procedimento proposto é atraente para determinacdo de adulteracdo em
leite, podendo ser utilizado em analises de rotina, devido ao seu baixo custo por

determinacao.
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