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RESUMO

Este trabalho teve o objetivo de avaliar a aplicacdo da técnica de espectroscopia de
impedancia elétrica para detec¢do de adulteracdo de amostras de leite cru com ureia. Para
cumprir este objetivo, foram empregadas 10 concentragdes diferentes de ureia e para a
obtencdo do espectro, as frequéncias dos sinais de corrente alternada variaram entre 100 Hz e
850 kHz. Foram selecionados quatro modelos de circutos elétricos equivalentes para estimar o
comportamente do eletrodo, do leite cru e ureia, frente as equacdes dos circuitos equivalentes
foi utilizado o software R para realizar a modelagem matematica. Em geral, a técnica se
mostrou eficiente para a deteccdo de ureia em concentracdes a partir de 0,048 mol/kg. Foi
observada uma relacdo linear entre a resisténcia elétrica equivalente da solucdo formada por
leite e ureia com a fracdo massica de ureia presente na solugdo. Os resultados indicam que a
técnica pode ser uma metodologia promissora, dada a sua facilidade de aplicacdo e o seu
baixo custo, para a detec¢do rapida de leite adulterado com ureia.

Palavras-chave: Espectroscopia de impedancia elétrica, adulteracdo de leite, circuito
equivalente, ureia.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the application of electric impedance spectroscopic to detect the
intentional addition of urea in raw milk. To accomplish this task, there were used 10 different
urea concentrations and the frequencies adopted ranged from 100 Hz and 850 KHz. Four
models of equivalent electrical circuits were selected to estimate the behavior of the electrode,
raw milk and urea. In view of the equivalent circuit equations, software R was used to
perform the mathematical modeling. Overaalm the technique allowed the detection of urea in
concentrations above 0.048 mol/kg. A linear dependence of the equivalent electric resistance
of the milk-urea solution on the mass fraction of urea in the solution. Results suggest that
impedance electric spectroscopy can be a valuable technique to a rapid detection of raw milk
fraud mainly due to its low cost and easiness of application.

Keywords: Electric Impedance Spectroscopy, milk adulteration, equivalente circuit, urea.
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1 INTRODUCAO

O leite € um alimento nutritivo e saudavel, sendo considerado uma fonte importante de
proteinas, gorduras, carboidratos e minerais (NEUMANN et al.,, 2002). Diversas
caracteristicas indicam a boa qualidade do leite. Dentre essas, se incluem a auséncia de micro-
organismos patogénicos, uma baixa contagem de células somaticas, estar livre de sedimentos
e matérias estranhas, apresentar um sabor levemente adocicado livre de sabores e aromas
estranhos e estar de acordo com os padrfes legais estabelecidos para 0 minimo de gordura,
solidos totais e sélidos desengordurados. Os programas de qualidade do leite tém por objetivo
assegurar a qualidades nutricionais, que o sabor e a aparéncia originais sejam preservados e
gue micro-organismos patogénicos ou deteriorantes ndo estejam presentes (CHAPAVAL,
2000).

Caso o produto seja adulterado, além do prejuizo econdmico, a qualidade do produto é
comprometida e o consumidor pode estar sujeito a danos severos a sua saude. Podem ser
encontrados na literatura especializada varios casos de adulteracdo de leite através da adicédo
de diferentes substancias (POONIA et al., 2017). Entre os adulterantes utilizados no leite
podem ser mencionadas substancias como agua, proteinas e gorduras que fazem parte da
constituicdo original do produto. Além disso, também sdo adicionados compostos que ndo
fazem parte da composicéo original do leite, tais como proteinas de soro de leite, melamina e
ureia, gorduras de origem vegetais ou animais, agentes reconstituintes (éleos, acucar de cana,
gorduras animais), agentes espessantes (amido, glicose, sal), agentes de conservacao
(formalina, carbonato de sddio, perdxido de hidrogénio) e muitos constituintes menores da
gordura do leite que ja foram empregados como potenciais adulterantes do leite e produtos
lacteos (POONIA et al., 2017, JAMWAL et al., 2020).

A prética mais comum para adulteracdo de leite consiste em sua mistura com agua
seguida da adicdo de ureia com 0 objetivo de recompor a porcentagem proteica do produto, a
qual foi reduzida devido a adicdo de agua (KHAN et al., 2015; AZAD; AHMED, 2016).
Diversos tipos de sensores para detec¢do de ureia em leite baseados em diferentes técnicas
analiticas tém sido estudados. Alguns destes sensores sdo baseados em medidas de
condutancia (SADAT et al., 2006), medidas espectrofotométricas (PARADKAR et al., 2000)
e medidas potenciométricas (TRIVEDI et al., 2009). Também foram empregadas técnicas

mais sofisticadas como cromatografia gasosa (XINHUA DAI et al., 2010), cromatografia
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liguida associada com espectrometria de massa (ABERNETHY; HIGGS, 2013) e
espectroscopia Raman no infravermelho proximo (KHAN et al., 2015) para identificar ureia

no leite.

Entretanto, essas técnicas sdo limitidas ou pelos altos custos, os quais podem ser
proibitivos para empresas de médio ou pequeno porte ou, no caso dos sensores, pela exigéncia
de um pré-tratamento extensivo nas amostras de leite cru, pela faixa estreita de concentracao
de adulterantes passivel de identificacdo e pela pequena estabilidade operacional, uma vez que
é observada uma reducdo no desempenho dos instrumentos de cerca de 50% em 30 dias
(KHAN et al., 2015).

Neste contexto, a Espectrocospia por impedéancia elétrica (EIS) é um método promissor
para a deteccdo de adulterantes em alimentos. Trata-se de uma técnica ndo destrutiva, de
baixo custo de aplicacdo e de implementagéo relativamente simples (LOPES et al., 2018).
Essencialmente, a EIS consiste na aplicagdo de sinais de corrente alternada de diferentes
frequéncias a amostra, sendo que a resposta mensurada é a impedancia elétrica, a qual é
dependente da frequéncia (CIUCCI, 2019; STUPIN et al., 2020). O processamento e posterior
analise dos dados medidos consiste na constru¢cdo de um modelo de circuito equivalente
composto por elementos capacitivos e resistivos distribuidos de uma forma particular
(MIYANO et al., 2020). A impedancia elétrica equivalente desse circuito modelo deve exibir
a mesma dependéncia com a frequéncia que os valores medidos da impedancia (SINDHUJA
et al., 2016; DAS et al., 2017). Em seguida, os valores dos elementos capacitivos e resistivos
sdo obtidos através do ajuste da impedancia equivalente do circuito modelo aos resultados
experimentais e os valores obtidos sdo interpretados assumindo-se um quadro fisico do
sistema sob estudo (GROSSI; RICCO, 2017; MIYANO et al., 2020).

Embora esta técnica tenha mais de um século de existéncia, seu emprego se tornou mais
difundido apenas na década de 1980 gragas ao desenvolvimento de equipamentos digitais que
possibilitaram a realizacdo de medidas mais rapidas e faceis, além de proporcionarem uma
maior capacidade de processamento e analise de dados (GROSSI; RICCO, 2017). A aplicacio
da EIS na area de Ciéncia dos Alimentos € ainda mais recente, sendo encontrados estudos
descrevendo sua aplicacdo para determinar o estagio de maturacdo de kiwis (BAUCHOT et
al., 2000), para caracterizar e identificar adulterantes em 6leos vegetais (LIZHI et al., 2008;
2010) e para avaliar a qualidade de carne de peixe (FUENTES et al., 2013). No que diz
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respeito ao leite e produtos lacteos em geral, conforme serd detalhado adiante, podem ser
encontrados alguns estudos relacionando a composicdo do leite com as suas propriedades
elétricas. Entretanto, a quantidade de estudos versando sobre a aplicacdo da EIS para a
identificacdo de adulterantes no leite ainda € escassa e ndo possibilita a validacdo e

verificacdo de sua eficiéncia e seu limite de deteccao.

Portanto, o presente estudo tem o objetivo de avaliar a eficiéncia da técnica de EIS para
identificar a adulteragdo de leite cru com diferentes concentracbes de uréia bem como
identificar seu limite de deteccdo. Espera-se obter um entendimento mais amplo de seus
pontos fortes e fracos de forma a possibilitar a aplicacdo dessa técnica por empresas de
pequeno e médio porte do setor lacteo resultando em ganhos econdmicos e no consumo de

produtos mais seguros pelos consumidores.
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2 OBJETIVOS

A seguir serdo apresentados os objetivos deste trabalho.

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a eficiéncia da aplicagdo da Espectroscopia por Impedancia Elétrica para

identificar a adicdo de ureia como adulterante no leite cru em dez concentracGes diferentes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar qual o modelo de circuito elétrico equivalente que melhor explica os

resultados experimentais.

e [dentificar a concentracdo minima de ureia que pode ser identificada através da

técnica.

e Analisar o comportamento da solucdo coloidal formada por leite e ureia em diferentes

concentracoes.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nesta secdo sdo apresentadas algumas informacdes sobre a producdo de leite, sua
composi¢do quimica, as praticas e técnicas de identificacdo de adulteracdo do produto seguido
de uma descri¢do da técnica de espectroscopia de impedéncia elétrica.

3.1 APRODUCAO DE LEITE NO BRASIL

O leite ¢é considerado o alimento ideal para 0 consumo humano devido ao seu alto valor
nutritivo. Trata-se de um alimento completo e equilibrado, rico em gorduras, proteinas,
vitaminas e minerais (PEREIRA, 2014). As pessoas consomem leite produzido por animais
como vaca, bufalo, cabra e ovelha. Produtos lacteos de diferentes animais tém suas proprias
composicdes especificas, sendo que o leite bovino é o mais consumido no mundo (PHAM et
al., 2020). O leite esta entre os seis produtos mais importantes da agropecuaria brasileira, € 0
agronegocio do leite e seus derivados desempenham um papel relevante no suprimento de

alimentos e na geracdo de emprego e renda para a populacéo brasileira (IBGE, 2018).

No Brasil, segundo a Instrucdo Normativa N° 62 do MAPA 2011, entende-se por leite o
produto oriundo de ordenha completa e ininterrupta em condicGes de higiene, de vacas sadias,
bem alimentadas e descansadas. (MAPA, 2011). O leite cru de boa qualidade deve estar isento
de detritos e sedimentos, sem sabores, cor e odor anormais, com baixa contagem bacteriana e
livre de produtos quimicos como, por exemplo, antibioticos, detergente. A qualidade do leite
fresco é determinada por medidas dos solidos do leite, e teor de proteinas que sdo 0s
principais fatores considerados para o calculo do pagamento ao fornecedor (ABERNETHY;
HIGGS, 2013; KAPAJ; DECI, 2017).

Embora seja um alimento com alto valor nutricional, o leite tem uma vida util curta,
necessitando etapas especificas de processamento, como a pasteurizacdo, para aumentar seu
prazo de validade e estar apto para o consumo (KAPAJ; DECI, 2017; OLIVEIRA et al.,
2017). Em linhas gerais, como o leite é uma substancia fragil, preservar a sua qualidade desde

a ordenha até o processamento na industria de laticinios sempre foi um desafio.



20

O Brasil, apesar de ser um grande importador de lacteos, abriga um dos maiores
rebanhos leiteiros produtivos comerciais do mundo com 123,5 milhdes de cabecas em 2018,
atras apenas da india (IBGE, 2018). Neste mesmo ano, a producédo brasileira foi de 33,8
bilhGes de litros de leite com uma produtividade média de 2.069 litros/vaca/ano. Neste
cendrio, o estado de Santa Catarina ocupou posicéo de destague com produtividade superior a
3.200 litros/vaca/ano (IBGE, 2018).

3.2 A COMPOSICAO QUIMICA DO LEITE

O leite bovino é uma suspensdo coloidal contendo glébulos emulsionados de gordura,
um conjunto heterogéneo de proteinas maiores e menores, carboidratos, lactose, minerais,
vitaminas e enzimas. Embora seus constituintes sejam analogos para o leite da maioria das
espécies, existem diferencas consideraveis na concentracdo de cada constituinte por espéecie
de animal (TAMIME, 2009).

Mesmo o leite bovino fresco apresenta uma variacdao consideravel na sua composicao e
propriedades, sendo que os fatores principais que contribuem para a ocorréncia dessa
variabilidade incluem fatores genéticos (por exemplo, raga e individuo), estagio da lactacdo,
estado de satde do animal e fatores ambientais (por exemplo, alimentagdo, clima ou método
de ordenha). O estado de saude do animal também exerce influéncia consideravel na producéo
e composicdo do leite. O estro e a gestacdo afetam especialmente a producdo de leite. A
mastite, por exemplo, que € uma grave inflamacdo da glandula mamaria resultante da entrada
de bactérias patogénicas, afeta a composi¢do do leite, bem como a producédo de leite. Varios
sdo os fatores ambientais que afetam a producdo e composicdo do leite, tais como climas

extremos, estresse, exaustdo, alojamento, técnica e frequéncia de ordenha (TAMIME, 2009).

Dos componentes do leite, 0 que ha em maior proporcao é a agua, sendo que 0s demais
sdo formados principalmente pela gordura, proteinas, carboidratos, sendo todos sintetizados
na glandula mamaria. Existem também pequenas quantidades de substancias minerais,
substancias hidrossoltveis transferidas diretamente do plasma sanguineo, proteinas

especificas do sangue e tracos de enzimas (TRONCO, 2003).
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A composicdo cléssica do leite, é de 87,5% de agua e 12,5% de matéria seca total.
Desse total, 3,6% sao de gordura, 3,0% de caseina (proteina), 0,6% de albumina, 4,6% de
lactose e 0,7% de minerais, sendo que a concentracdo destes constituintes varia entre animais
e racas. A cor branca deve-se ao resultado da disperséo da luz em proteinas, gorduras, fosfatos
e citrato de calcio (TRONCO, 2003; JENKINS; MCGUIRE, 2006).

A gordura é um dos principais componentes e geralmente constitui de 3 a 5% (m/m) do
leite bovino. Ela é composta de 95 a 98% de triglicerideos e entre 1 e 2% de fosfolipidios,
dependendo do animal, da dieta e do estagio da lactacdo, sendo o componente do leite que
apresenta maior variacdo. Maiores concentracGes de &cidos graxos saturados e menores
concentracdes de acido graxos insaturados de cadeia longa sdo encontrados nos triglicerideos
em relagdo aos fosfolipidios (YE et al., 2002). A gordura tem sido umas das caracteristicas
mais frequentes alvo de adulteracdo pelo seu valor na producdo de derivados de leite e para

compensar o efeito de fraudes por diluicdo (RANI et al., 2015).

O tamanho meédio dos globulos de gordura é aproximadamente de 4 micrémetros,
produzindo uma superficie da aproximadamente 100 m#litro. Esta grande superficie explica a
reatividade extremamente alta da gordura e também sua elevada digestibilidade (EVERS,
2004; SMOCZYNSKI et al., 2012). As propriedades de cristalizagdo e o ponto de fusdo da
gordura séo altamente influenciados pela composi¢do de &cidos graxos, pois a temperatura de
fusdo aumenta com o comprimento da cadeia de &cidos graxos e o nivel de saturacdo. Dessa
forma, a composicdo de &cidos graxos é importante para a producdo de derivados lacteos ricos
em gordura saturada como a manteiga (SINGH, 2006). A lactacéo altera significativamente o
perfil de &cidos graxos, portanto, grandes variacGes sazonais na textura da manteiga podem
ser percebidas em paises onde a producdo de leite é sazonal (TAMIME, 2009; TRONCO,
2003).

A proteina total do leite é composta por proteinas sintetizadas na glandula mamaria e
por proteinas derivadas do sangue. Aproximadamente 90% da proteina total do leite é
composta por caseina e proteinas do soro lacteo, a-lactoalbumina e B-lactoglobulina, as quais
sdo sintetizadas a partir de aminoacidos essenciais do sangue e aminoacidos ndo essenciais
produzidos pela propria célula secretora. Dos outros 10% da proteina total, as principais sdo a
albumina e globulinas, as quais ndo sdo sintetizados na glandula mamaria e séo transportadas

para o leite via sangue até entrarem no lumen alveolar (GOULDING et al., 2020).
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A caseina ¢é a principal proteina do leite e é definida como uma substancia coloidal
complexa, associada ao célcio e ao fosfato que pode ser coagulada por agdo de &cidos, coalho
e/ou alcool. E um grupo de fosfoproteinas especificas que apresentam baixa solubilidade em
pH de 4,6 (REHAN et al., 2019). E formada por varias submicelas a, B, y que sd0 unidas por
interacdes hidrofobicas e pontes salinas, apresentando comportamento distinto frente ao
calcio: as fragdes o ¢ P sdo sensiveis, enquanto a fragdo y € insensivel ao célcio, efeito que
desaparece se as duas partes da molécula se separam por acdo da renina ou quimosina
(TRONCO, 2003).

A lactose é o principal aclcar do leite, sendo que sua concentracdo € variavel,
dependendo tanto da raca do animal quanto do grau de infeccdo do Ubere e estagio de
lactacio. A lactose e os fons soliveis Na*, K™ e CI” sdo os principais responsaveis pela pressao
osmotica do leite (LEITNER et al., 2006).

O leite também é consumido como suporte alimentar por apresentar vitaminas de base
para a nutricdo humana. Fazem parte de sua composicdo vitaminas lipossollveis (A, D, E e
K) e hidrossoluveis (B e C), além do caroteno precursor da vitamina A e substancias minerais
como calcio e fosforo que sdo importantes pela sua funcdo estrutural nos 0ssos em
crescimento do esqueleto dos jovens e na reposicdo dos idosos (GAUCHERON, 2011). Além
disso, também encontram-se no leite teores consideraveis de cloro, fésforo, potassio, sédio, e
magnésio e baixos teores de ferro, aluminio, bromo, zinco e manganés, formando sais
organicos e inorganicos (PEREIRA, 2014).

3.3 ADULTERACAO DE LEITE

A adulteragdo de alimentos é uma prética antiga que se tornou mais sofisticada ao longo
das décadas. A autenticidade dos produtos derivados de leite transformou-se em uma questéo
de suma importancia para produtores, industria, pesquisadores, governantes e consumidores,
devido aos crescentes episodios de fraudes que induzem a perda econdmica e afetam a
confianga dos consumidores na cadeia produtiva (KAMAL; KAROUI, 2015).
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Entende-se por adulteracdo a acdo que compromete intencionalmente a qualidade dos
alimentos comercializados, pela adi¢cdo de misturas ou substituicdo de substancias inferiores
ou pela remocdo de algum ingrediente valioso (BREITENBACH et al., 2018). O leite é um
dos alimentos mais vulneraveis pela facilidade de ser adulterado, como por exemplo, através
da adicdo de ingredientes com baixo valor como agua e soro de leite com o objetivo de
aumentar o volume e consequentemente o ganho na comercializacdo (AYVAZ; TEMIZKAN,
2018; DAS et al., 2015; JAISWAL et al., 2017).

A finalidade da adulteracdo do leite bovino € mascarar os valores reais dos pardmetros
de qualidade e/ou aumentar a vida util do produto. Este procedimento inclui a adicdo de
substancias toxicas, como formaldeido, peroxido de hidrogénio, hipoclorito, dicromato, acido
salicilico, melamina e ureia. Também é comum a adulteracdo por adicdo de qualquer
substancia que altere a composicdo, sendo as mais frequentes a adicdo de adgua, misturas de
leites de diferentes espécies, como bufalas e cabras, reposicdo de gordura e modificacdo da
proteina introduzindo um adulterante rico nestes componentes, como melamina e ureia
(MONCAYO et al.,, 2017; NASCIMENTO et al., 2017). Os principais procedimentos de
controle de qualidade do leite e seus derivados na industria incluem andlise organoléptica,
como aparéncia, paladar e olfato, analise composicional (gorduras, sélidos e conteudo de
proteinas), ensaios fisicos e quimicos, tais como a avaliacdo da densidade, indice crioscopico,
porcentagens de gordura e extrato seco desengordurado. juntamente com a analise de
adulterantes e detec¢do de fraude. Entretanto, esses métodos ndo sdo capazes de detectar todas
as adulteracGes possiveis e em diferentes concentrages no leite (TOHIDI et al., 2018;
TEIXEIRA et al., 2020).

A prética da adicdo de substancias adulterantes especificamente no leite, a fim de
aumentar seus lucros ndo é um assunto novo, uma vez que recentemente tem atraido mais
atencdo em todo o mundo. No Brasil, os casos recentes de fraude em laticinios, amplamente
divulgados pela midia, criaram um alerta nos setores produtivo e de consumo. Frente a esses
acontecimentos, o Ministério Publico e o Ministério da Agricultura do Brasil criaram uma
operacdo chamada “Leite Compensado 1” em 2013, que em 2017 estava em sua 12* fase.
Nesta operacdo foram descobertos casos que investigaram fraudadores em todos os elos da
cadeia de producéo de leite que tiveram suspensdo de suas atividades ou mandados de busca
resultando em apreensdo e prisdes (BOTELHO et al., 2015; BREITENBACH et al., 2018).
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Em conformidade com a operagdo “Leite Compensado 17, 100 amostras de leite UHT
brasileiro foram analisadas e observaram-se altas taxas de ndo conformidades, sendo 55%
para ureia, 44% para formaldeido, 30% para o peroxido de hidrogénio e 12% para o cloro
(SOUZA et al., 2011). Uma revisao sistematica recente abordando os casos de adulteracéo de
alimentos no Brasil revelou que 38% dos casos estavam relacionados ao leite e produtos
lacteos em geral (TIBOLA et al., 2018).

3.4 TIPOS DE ADULTERACAO NO LEITE

Normalmente, a adulteracdo no leite envolve a dilui¢do e/ou adi¢do de produtos baratos,
de baixa qualidade e as vezes perigosos para aumentar o volume como no caso da adi¢do de
agua. Outras substancias sdo frequentemente usadas para para aumentar a vida atil do
produto, como formaldeido, peréxido de hidrogénio, hipoclorito, dicromato e &cido salicilico.
O teor de gordura também é alvo de fraudes, por se tratar de um componente com alto valor
agregado no prec¢o do produto, sendo objeto de adulteragdo com Gleos vegetais e surfactantes.
A adulteracdo quanto ao teor de proteina abrange a adi¢do de compostos com elevado teor de
nitrogénio. Neste caso, melamina, ureia e soro de leite sdo os principais adulterantes devido

ao alto teor de nitrogénio e baixo custo destes compostos (LU et al., 2017).

3.4.1 Adulteracdo para aumentar a vida util

E um dos procedimentos mais comuns de adulteracio do leite e que abrange a adicéo de
substancias que diminuem o crescimento microbiano e consequentemente aumentam a vida
atil do produto. Este grupo inclui diversas substancias, como peroxido de hidrogénio,
formaldeido, hipoclorito e acido salicilico. Essas substancias séo toxicas para humanos e seu
monitoramento € indispensavel para um bom controle de qualidade. Entretanto, ndo é uma
tarefa facil de deteccdo, dificultada pela diversidade de substancias utilizadas
(NASCIMENTO et al., 2017).
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O uso de &cido salicilico em animais produtores de leite para 0 consumo humano é
proibido. Entretanto, este composto pode ser introduzido na cadeia alimentar de animais e
baixas quantidades podem ser encontradas no leite para consumo humano. Caso sejam

obtidos montantes mais altos, considera-se que houve adulteracdo (GENTILI et al., 2012).

O formaldeido (HCHO) ¢ adicionado ao leite por ter efeito conservante e propriedades
antissépticas. Portanto, ele € capaz de melhorar a aparéncia do produto apesar de reduzir o seu
valor nutricional (WAHED et al., 2016). E um gas incolor & temperatura ambiente, com um
odor caracteristico forte e altamente inflamével. Sua adicdo aos alimentos é altamente toxica
para seres humanos causando danos a saude incluindo a irritacdo dos olhos e trato
respiratorio, dores de cabeca, ndusea, sonoléncia e reacOes alérgicas da pele. Além disso, o
formaldeido é classificado como uma substancia cancerigena. Os limites de formaldeido no
leite ainda ndo foram estabelecidos pelas agéncias reguladoras, mas a Organizagdo Mundial
da Saude (OMS) estabelece que a concentracdo nos alimentos pode variar entre 3 e 27 mg/kg
(NASCIMENTO et al.,, 2015; DE FREITAS REZENDE et al.,, 2017). No Brasil, a
determinacdo de formaldeido no leite é realizada por um método oficial qualitativo
estabelecido pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2006).
Porém, o limite de deteccdo do método é de cerca de 1 mg/kg. Isso limita sua aplicacdo para
determinar niveis vestigiais de formaldeido (DE FREITAS REZENDE et al., 2017).

O peroxido de hidrogénio é um oxidante que é largamente empregado como agente de
branqueamento em alimentos. A adulteracdo de leite pela adi¢do de perdxido de hidrogénio é
usada para estender o prazo de validade do produto devido a sua propriedade conservante.
Esta substancia é usada para cessar a atividade microbiana no leite proximo do prazo de
validade ou ja impréprio para consumo. Sua adi¢do reduz o valor nutricional do produto,
devido a destruicdo das vitaminas A e E, podendo ter efeitos prejudiciais a saude da
populacdo em geral, principalmente individuos mais fragilizados como criangas, idosos e
pessoas imunodeficientes. A adi¢do de peroxido de hidrogénio ao leite pode causar vomitos,

leve irritacdo gastrointestinal e distensdo gastrica (LIMA et al., 2020).

3.4.2 Adulteracédo por substancias reconstituintes da densidade
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Essa adulteracdo é geralmente associada com outra adulteracdo, como no caso da adi¢édo
de amido, a qual ocorre com a intencdo de mascarar a adi¢do extra de agua. Nesse exemplo, 0
amido € usado como espessante para aumentar o teor de sélidos do leite adulterado. De modo
geral, a deteccdo desses adulterantes no leite € realizada por métodos fisico-quimicos
baseados em reacdes especificas ou diferencas no ponto de congelamento e gravidade
especifica. Estes métodos costumam ser demorados e trabalhosos, além de ndo produzirem
resultados precisos. Os métodos convencionais requerem grande nimero de testes, reagentes e
um longo tempo. Vale a pena ressaltar que eles também geram grandes quantidades de
residuos (BARBANO et al., 2015).

3.4.3 Adulteracdo para aumentar o teor de gordura

E uma das principais adulteracdes devido & sua importancia em especial na producéo de
derivados de leite, como a manteiga e também por compensar o efeito de fraudes por diluigéo.
Nesse contexto, os principais adulterantes sdo os Oleos vegetais, como soja, girassol,
amendoim, coco, palma e amendoim e gordura animal como sebo de vaca e banha de porco
(UPADHYAY etal., 2015).

A gordura do leite ¢ um dos componentes mais caros do leite. Deste modo, a sua
caracterizacdo € importante para garantir a qualidade do leite. A deteccdo da adicdo
intencional de Gleos vegetais € dificil devido a variacdo na composicdo quimica desses 6leos.
Ressalta-se também que o consumo de certas formas de 6leo de palma tem sido associado a
riscos para a saude para os consumidores (MBA et al., 2015). Outra dificuldade reside no fato
que detectar a adulteragdo com gordura animal é dificil porque sua composi¢do quimica é
semelhante a gordura do leite (REBECHI et al., 2016). Um método conveniente para
identificar a presenca de gordura adulterada no leite pode ser a determinacdo dos perfis de
esterol. Neste caso, é considerado que a presenca de fitoesterois deve indicar a presenca de
gordura adulterada no leite (MARIKKAR et al., 2016; NASCIMENTO et al., 2017).
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3.4.4 Adulteragdo para aumentar o volume

Essa adulteracdo normalmente envolve a diluicdo e/ou adicdo ao leite de produtos
baratos, de baixa qualidade e muitas vezes perigosos a satde. O caso mais comum envolve a
adicdo de agua para aumentar o volume da amostra. A adicdo de agua tem apenas efeitos
econdmicos e nutricionais e ndo produz nenhum risco a saude desde que a mesma seja potavel
(MONCAYO et al., 2017; NASCIMENTO et al., 2017).

Quando adicionada, a agua aumenta o volume do leite mudando sua densidade, o indice
de refracdo do lactoserum e o mais importante, seu ponto de congelamento. Portanto esta
fraude pode ser detectada pela determinagdo do ponto de congelamento, pois a diluigdo do
leite provoca seu aumento para 0 °C (POONIA et al., 2017; TAMIME, 2009).

3.4.5 Adulteracao no teor de proteina

Este tipo de adulteracdo visa promover o aumento do teor de nitrogénio artificialmente
do leite fresco pelo acréscimi de compostos ricos deste elemento em sua composi¢do para
elevar seu valor econdmico (ABERNETHY; HIGGS, 2013). Esse tipo de adulteracdo é muito
comum porque ndo € possivel distinguir-se o nitrogénio nao proteico pelos métodos de
Kjeldahl e Dumas, que s&o na maioria das vezes usados para determinar o teor total de
proteinas em produtos lacteos devido ao seu baixo custo. Como esses métodos ndo podem
distinguir entre nitrogénio na proteina do leite e outros compostos de nitrogénio, métodos de
testes mais sofisticados sdo necessarios para a deteccdo sensivel desses compostos no leite
(WU; ZHANG, 2013; NIEUWOUDT et al., 2016). Por essa razdo, métodos analiticos que
conseguem detectar a quantidade de nitrogénio ndo proteico no leite podem ser alternativas
uteis e tém sido pesquisados com o intuito de sua validacdo para diferentes concentragdes de
adulterantes (DEVRIES et al., 2017).

3.4.5.1 Adulteracdo com melamina e soro do leite
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A melamina é um composto organico rico em nitrogénio, o qual é frequentemente usado
para aumentar o teor aparente de proteinas do leite liquido e em pé (GUERREIRO et al.,
2018). Recentemente, esse adulterante atraiu atencdo como resultado de véarios incidentes de
seguranca alimentar, tendo sido relatados casos de insuficiéncia renal e mortes de criancgas
devido & ingestdo de leite adulterado (DE ARAUJO; PAIXAO, 2014).

O soro de leite € um subproduto muito barato da fabricacdo do queijo que é adicionado
ao leite liquido, ndo apenas para aumentar o volume, mas também o teor de proteinas. A
adicdo de soro de leite pode ndo causar riscos a salde, mas engloba fatores econdmicos,
nutricionais e implicacdes legais (BILGE et al., 2016; NASCIMENTO et al., 2017). Como o
soro de leite retém muitas propriedades naturais do leite, a adulteracdo de leite com soro de
leite € dificil de detectar. As metodologias tradicionais para monitorar essa fraude sdo
baseadas na anélise de caseinomacropeptideo (DAS et al., 2015; DE CARVALHO et al.,
2015; OLIVEIRA MENDES et al., 2016).

3.4.5.2 Adulteracéo por adicédo de ureia

A ureia € outro composto de baixo custo comumente usado para elevar o teor de
nitrogénio do leite, de forma a aumentar o conteldo aparente de proteinas. Ela também é
adicionada ao leite para proporcionar brancura, aumentar a consisténcia e padronizar o teor de
solidos ndo gordurosos para o valor esperado do leite natural (POONIA et al., 2017; ZHAO et
al., 2019). A concentragdo desse composto naturalmente presente no leite esta na faixa de 18 a
40 mg/dL. A ureia é uma moléecula pequena, soltvel em agua e que se difunde facilmente do
tecido mamario para o leite. O grande nimero de moléculas de dgua presentes no leite natural
interage com algumas moléculas de uréia formando uma estrutura especial de aglomerado de
agua-uréia (NAIK et al., 2015; ZHAO et al., 2019). Como tanto a ureia quanto a agua sao
moléculas polares e com estruturas semelhantes, a similaridade no comportamento dielétrico
do leite com adicdo intencional de ureia e o leite natural pode dificultar a deteccdo e a
distingéo quantitativa das fraudes (NASCIMENTO et al., 2017).
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A adulteracdo do leite com ureia diminui o valor nutritivo e provoca uma séria
preocupacao para a saide humana, sendo especialmente prejudicial para as mulheres gravidas,
criancas e doentes. Além disso, a adicdo de grandes concentracdes de ureia pode causar
ulcera, cancer, indigestdo, acidez e mau funcionamento do rim. Portanto, é necessario que se
desenvolvam métodos simples, rapidos e econdmicos para detectar adulteracdo de ureia no
leite (RAMESH et al., 2015; MA et al., 2017).

35  TECNICAS PARA IDENTIFICAR ADULTERACOES

O monitoramento continuo da qualidade da industria alimenticia é importante para
dificultar as acgdes fraudulentas em produtos alimenticios. Essa tarefa requer o
desenvolvimento de novas técnicas capazes de provar a autenticidade dos produtos
(DANEZIS et al., 2016). Entretanto, os métodos de rotina geralmente aplicados nas industrias
para garantir a qualidade do leite se restringem a testes microbioldgicos e ensaios que
verificam se a composi¢do nutricional do produto est4 dentro dos limites esperados. Por essa
razdo, em geral, a presenca e os efeitos das substancias adulterantes ndo séo detectados

através desses métodos.

As poucas analises voltadas para a deteccdo de adulterantes sdo baseadas em
determinagfes fisico-quimicas que demandam muito tempo, requerem reagentes, geram
residuos toxicos, contaminam as amostras e, em muitas ocasifes sao incapazes de detectar
fraudes em concentraces mais baixas (REANPANG et al., 2015). Para detectar possiveis
adulteracdes economicamente motivadas, o ideal seria a realizacdo de analises em cada lote
recebido para processamento de todos os fornecedores, o que é uma tarefa desafiadora devido
ao grande tamanho das amostras. Assim, € de suma importancia principalmente para as
industrias o desenvolvimento de metodologias de detec¢do que gerem resultados rapidos e
precisos (DU et al., 2018).

Neste sentido, devido a sofisticacdo das praticas de adulteracdo para leite que foram
adotadas por diferentes segmentos da cadeia produtiva, varios procedimentos tém sido
propostos para triagem réapida ou confirmacgéo seletiva de qualidade e autenticidade do leite
(ABERNETHY; HIGGS, 2013; COITINHO et al., 2017). Para atingir esse objetivo, hd um
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crescente interesse no desenvolvimento de solucGes simples envolvendo instrumentos baratos,
rapidos e on-line com o objetivo de detectar adulteragdes. Tal tendéncia tornou-se viavel com
a aplicacdo de ferramentas ndo destrutivas de medicdo, como nariz e lingua eletrdnicos,
medidas de admitancia e conducdo elétrica, biossensores, espectroscopia, processamento de
imagem e ultrassom para avaliacdo da adulteracdo do leite (GHASEMI-VARNAMKHASTI
etal., 2017).

Métodos analiticos também tém sido empregados para examinar a presenca de
adulterantes no leite. Entre esses métodos se incluem a espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR), cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), eletroforese
capilar (CE), espectroscopia Raman, ressonancia magnética nuclear (RMN) e scanners.
Algumas dessas ferramentas sdo empregadas em combinagdo com ferramentas
quimiométricas, como a Andalise de Componentes Principais (PCA) e a Regressdo de
Minimos Quadrados Parciais (PLS). Além disso, elas podem se basear na autenticacdo de
amostras de teste através da comparacdo com uma biblioteca de dados de amostra auténticos
com a expectativa de que amostras adulteradas ou ndo auténticas sejam classificadas como
outliers (LIMM et al., 2018; BERGANA et al., 2019). Entretanto, em um ambiente de
laboratdrio, ha dificuldade em realizar testes em tempo real, independentemente do método
adotado. Portanto, é importante desenvolver metodologias, sensores e interfaces remotas para
monitorar a producéo de leite (DURANTE et al., 2016).

Conforme os laboratérios analiticos melhoram os métodos de deteccédo direcionados, 0s
responsaveis pelas fraudes podem encontrar maneiras de enganar o sistema usando novos
adulterantes que podem ndo serem detectados com esses métodos. Assim, € ainda mais
necessario o desenvolvimento de ferramentas rapidas e ndo direcionadas de triagem analitica
(ELLIS et al., 2015; KARUNATHILAKA et al., 2018).

3.5.1 Técnicas que envolvem medidas elétricas

Diferentes estudos empregam técnicas envolvendo medidas elétricas para caracterizar o
leite. Classicamente, medidas de condutividade elétrica eram utilizadas para avaliar a

contagem de células somaticas e a ocorréncia de mastite nos animais (NIELEN et al., 1993).
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Com o passar do tempo, os trabalhos se voltaram para a avaliacdo de diferentes propriedades
fisico-quimicas (GOU et al., 2006; LIU et al, 2018; NIKOLAOU et al., 2020) e
microbiologicas (MARTIN et al., 2003; MANTZILA et al., 2008) do leite.

Além dos estudos mencionados, podem ser encontrados na literatura alguns trabalhos
com a aplicacdo de sensores dielétricos para a deteccdo de algumas adulteracdes no leite, com
sistemas de medicdo associados a quimiometria avancada para rastrear o tipo e o nivel de
adulteracdo do leite. Foram analisados sensores dielétricos como sendo uma alternativa
simples, barata e ndo destrutiva para a autenticacdo das amostras. O baixo custo dos sensores
¢ uma das principais vantagens deste método (MABROOK; PETTY, 2003b; TOHIDI et al.,
2018). Neste sentido, um nariz artificial (eletrénico) baseado em oito sensores semicondutores
de 6xido de metal (MOS) foi desenvolvido para detectar formalina, peréxido de hidrogénio e
hipoclorito de sdédio em leite cru. Usando abordagens quimiométricas, vetores de
caracteristicas foram extraidos das respostas da matriz de sensores e usados como entradas

nos modelos de reconhecimento de padrdes (TOHIDI et al., 2018).

36 ESPECTROSCOPIA DE IMPEDANCIA ELETRICA

A técnica de espectroscopia de impedancia elétrica (EIS) € uma técnica cujos
fundamentos remontam ao século 19 (MCDONALD, 2006). Entretanto, foi apenas no inicio
da década de 1980 que o interesse na EIS realmente cresceu substancialmente, gracas ao
desenvolvimento de instrumentos digitais controlados por computador, os quais permitem
medicdes faceis, bem como o processamento e andlise de dados complexos (GROSSI;
RICCO, 2017; NAKONIECZNA et al., 2016). Embora medidas de impedancia sejam
aplicadas para a contagem de micro-organismos desde a década de 1970 (FISTENBERG,;
EDEN, 1983), somente recentemente & que a técnica comegou a ser empregada em sistemas
bioldgicos complexos como alimentos (DURANTE et al., 2016; GROSSI; RICCO, 2017).

3.6.1 Fundamentos
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A impedéncia elétrica é a oposicdo total que um circuito elétrico oferece a passagem de
uma corrente elétrica que varia no tempo. Ela é composta por diferentes elementos como a
resisténcia e a reatancia. Geralmente, a impedancia é denotada por Z(w) para indicar a sua
dependéncia com a frequéncia angular da corrente elétrica. Do ponto de vista matematico, a
impedancia é composta por uma componente real e uma componente imaginaria (STUPIN et
al., 2020).

Caso uma corrente continua (DC) seja aplicada a um circuito, a impedancia resultante
sera igual a propria resisténcia. Caso seja aplicada uma corrente alternada (CA), a impedancia
sera uma funcdo da indutancia, capacitancia e resisténcia. Analogamente ao caso de um
circuito com corrente continua, as leis de Ohm e de Kirchoff também sdo validas para
circuitos com correntes alternadas. Entretanto, a impedancia € representada por um ndmero
complexo para expressar a diferenga de fase entre a corrente e o potencial. Caso a corrente
esteja adiantada em relacdo ao potencial, diz-se que trata-se de um elemento capacitivo e caso
a corrente esteja atrasada em relacdo ao potencial elétrico, trata-se de um elemento indutivo
(HOLTO et al., 2009).

Essencialmente, a técnica consiste na aplicacdo de sinais de correntes alternadas com
diferentes frequéncias a amostra e no registro da resposta. A corrente I(t) e a voltagem V (t)

na amostra no estado estacionario podem ser descritas pelas seguintes expressoes:

1(t) = [cos(wt + 6;) 1)

V(t) = Vcos(wt + 6) (2)

onde w €é a frequéncia angular, [ e 7 sdo, respectivamente, as amplitudes da corrente e da
voltagem, t é o tempo, 6, e 6, sdo os angulos de fase da corrente e da voltagem,

respectivamente.

A corrente e a voltagem podem ser expressas no dominio da frequéncia angular pelas

seguintes equacgdes, nas quais j = V—1 é a unidade imaginaria.
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I(jw) = el% 3)

V(jw) = Veltv (4)

A partir das Equacdes 3 e 4, a impedancia resultante, Z(jw), pode ser calculada como:

. Viw) TV g, — . ;
Z(jw) = 70 = 7l @=00 = |Z(jw) el 5)

onde |Z(jw)| € o médulo da impedancia complexa e ¢ = 8, — 6, € o0 angulo de fase da

impedancia.

A impedancia também pode ser expressa em termos de sua componente real, Zg.(w) €

da componente imaginaria Z;,, (w), sendo:

Z(w) = Zpe(w) + jZim(w) (6)

Nesse caso, valem as relaces:

12@)] = {(Z0e@))’ + (Zm@))’ )

_ Zm(w) (8)

- Zre(w)

tgp
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Na espectroscopia por impedancia elétrica, o espectro consiste no registro dos valores
w

do modulo da impedancia, |Z(w)|, em funcdo da frequéncia f, sendo f = -

3.6.2 Circuito equivalente

Uma vez obtido o espectro dos valores da impedancia em fungdo da frequéncia, a etapa
seguinte consiste em se construir um circuito elétrico composto por uma configuracédo
particular de elementos resistivos, capacitivos, indutivos ou alguns elementos mais complexos
e suas combinaces. Esse circuito deve ser escolhido de forma que a impedancia resultante do
circuito equivalente em funcdo da frequéncia se aproxime o maximo possivel dos dados

experimentais obtidos através do espectro.

Os valores numéricos dos elementos de circuito sdo estimados atraves de regressdo ndo
linear, na qual o modulo da impedancia elétrica equivalente é ajustado em funcdo da
frequéncia. Em seguida, cada elemento do circuito é interpretado em termos dos constituintes
reais do sistema fisico estudado. A maior critica a essa abordagem é que, muitas vezes, 0
circuito equivalente pode ser definido de forma totalmente empirica sem conexdao com o
sistema sob estudo. Além disso, dois circuitos com configuracbes bem distintas podem
fornecer bons ajustes apds a regressdo ndo linear (CIUCCI, 2019). Neste caso, deve-se
considerar ndo apenas a qualidade do ajuste, mas também as particularidades fisico-quimicas
da amostra. Portanto, o circuito equivalente deve ser definido tanto a partir da qualidade do
ajuste obtido através da regressao quanto da interpretacdo fisico-quimica dos elementos de

circuito em relagdo a amostra considerada (STUPIN et al., 2020).

3.6.3 Diagramas de Bode e Nyquist
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Os diagramas de Bode e Nyquist sdo ferramentas adicionais para caracterizar o ajuste
do modelo do circuito equivalente aos dados experimentais. Esses diagramas consistem na
construcdo de graficos do modulo da impedancia equivalente ou do angulo de fase em funcao
do logaritmo da frequéncia (Diagrama de Bode) e da componente imaginaria da impedancia
em funcdo da componente real da impedancia (Diagrama de Nyquist) (STUPIN et al., 2020).
Na verdade, o Diagrama de Nyquist € uma representacdo paramétrica das duas componentes
cujo parametro é a frequéncia. No caso do presente estudo, a comparacdo dos diagramas das
amostras adulteradas em relacdo a amostra controle pode ser empregada para identificar a

presenca da substancia adulterante.

3.6.4 Interface eletrodo-liquido

Um aspecto importante a ser considerado na andlise de dados de espectroscopia de
impedancia envolve as interacdes na interface eletrodo-liquido. Em solucdes idnicas, 0s ions e
as moléculas de agua estdo em equilibrio térmico e, na média, as interacBes entre ambos séo
independentes da direcdo e orientacdo das moléculas/ions. Entretanto, ap6s a imersdo de um
eletrodo na solucdo ibnica, hd uma quebra de simetria na regido que leva a um rearranjo das
moléculas e ions. Caso os eletrodos sejam eletricamente carregados, 0s ions de carga contraria
sdo atraidos para suas proximidades o que gera um excesso de carga na interface eletrodo-
liquido (TERUYA, 2008).

Existem na literatura diferentes modelos eletroquimicos para descrever a interface
eletrodo-solucdo ibnica. Os modelos mais utilizados sdo aqueles que consideram que 0s ions
solvatados se depositam sobre a superficie do eletrodo e os contra-ions (de carga com mesmo
sinal que os eletrodos) sdo atraidos em dire¢do aos ions solvatados formando assim duas
camadas (double layer) (BOHINC et al., 2017). O modelo mais simples & o modelo de
Helmholtz desenvolvido em 1853. Neste modelo é assumido que 0s contra-ions adsorvem
diretamente sobre a primeira camada formando uma regido compacta até que a neutralidade
elétrica seja atingida (BOHINC et al., 2017). Posteriormente, modelos mais sofisticados que
levam em conta efeitos de agitacdo térmica dos ions moveis levando a uma camada difusa

foram propostos (GROPB; SAKONG, 2018). A Figura 1 apresenta uma representacdo
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esquematica do modelo de camada dupla formada na interface entre o eletrodo e a solucéo

ionica.

Figura 1 — Representacdo da camada dupla formada na interface entre eletrodo e
solucdo ibnica. Neste diagrama encontram-se moléculas de &gua, ions positivos e negativos,

além de macroions presentes em solugdes coloidais.

FONTE: BOHINC et al., 2017.

A dupla camada elétrica no circuito equivalente é modelada com a presenca de um ou
mais capacitores. Nesse caso, assume-se que 0 espaco entre as placas do capacitor esta
preenchido por ions de cargas opostas, sendo que cada espécie migra para as proximidades de

uma das placas formando assim a dupla camada (TERUYA, 2008).

4 MATERIAIS E METODOS

Nesta secdo estdo descritos os procedimentos experimentais e metodologia para a

modelagem empregada.
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41  MATERIAIS

No presente estudo foram utilizadas 10 concentracfes diferentes de ureia, além da

amostra controle conforme descrito a seguir.

4.1.1 Coleta das amostras

As amostras de leite foram cedidas por uma agroindustria do setor de laticinios
localizada no municipio de Pinhalzinho/SC. Esta empresa recebe dos produtores

aproximadamente 1,2 milhdes de leite/dia.

Para garantir a autenticidade da amostra utilizada nesta dissertacdo, foram seguidos 0s
padrbes estabelecidos pela Agroindustria (ver Tabela 1). De acordo com estes padrdes,
inicialmente é coletada uma amostra diretamente do tanque de resfriamento das propriedades,
a qual é entregue diretamente na inddstria, sem passar por nenhuma etapa de resfriamento ou
armazenamento em outro local e destinada para analise. A carga somente é liberada para
descarga nos reservatérios, para posterior industrializacdo, apés o laudo de recebimento estar
de acordo com a legislagdo vigente. A cada recebimento sdo realizadas analises de
temperatura, acidez, gordura, crioscopia, alizarol, antibi6ticos Betalactamicos/Tetraciclinas,
densidade de extrato seco desengordurado, reconstituinte de densidade ou crioscopia, inibidor
de crescimento microbiolégico, pesquisa de neutralizadores de acidez e antibidticos Sulfas/

Aminoglicosideos/Quinolonas.

Para o presente estudo, foram utilizados 500 mililitros de leite cru que atendiam os
padrdes de conformidade da empresa, 0s quais apds serem recebidos foram armazenados a 4
°C no laboratério de Termofisica Aplicada (Apther) do Departamento de Engenharia de
Alimentos e Engenharia Quimica da Universidade do Estado de Santa Catarina para posterior
medicdo da impedancia elétrica.
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Tabela 1 — Padrfes de anélise para recebimento de leite cru.

ANALISES PADROES
Alizarol (% v/v) Minimo 72
Acidez (g de acido lactico/ 100 mL) 0,14a0,18
Crioscopia (°H) -0,530 a -0,555
Antibiotico (Betalactamicos Tetraciclinas) Negativo
Temperatura (°C) Maximo 7,0
Extrato Seco Total (g/1009) Minimo 11,40
Extrato Seco Desengordurado (g/100g) Minimo 8,40
Gordura (g/100g) Minimo 3,0
Densidade a 15 °C (g/mL) 1,028 — 1,034
Reconstituinte de Densidade ou Crioscopia Negativo
Pesquisa de Substancias Conservadoras Negativo
Pesquisa de Neutralizadores de Acidez Negativo

FONTE: Elaborada pela propria autora, 2020.

4.1.2 Adulteragdo com ureia

Foram adicionadas 10 concentracdes diferentes de ureia, além da amostra controle. As
massas e concentracOes das solugdes de ureia em leite estdo apresentadas na Tabela 2.
Lembrando que a ureia estd presente naturalmente no leite entre de 18 a 40 mg/dL. (NAIK
et al., 2015; ZHAO et al., 2019), para este estudo foram consideradas as concentracdes de
ureia somente adicionadas intencionalmente como adulterante, ndo sendo considerada a

concentracdo natural na elaboracgéo das solugdes analisadas.

Tabela 2 — Massas e concentracfes das solucgdes de ureia em leite usadas no estudo.

[ureia]

Amostra Myreia (g) Mieite (g) %(g/g) (mOI/kg) (g/g)

1 0 30 0% 0 0



2 0,2014
3 0,5583
4 0,9016
5 1,286

6 1,8304
7 2,854

8 3,5976
9 5,3569
10 7,7534
11 9,3688

30,526

30,0416
31,1412
31,566

30,0982
30,3577
29,9986
32,5973
30,4885

30,034

1%
2%
3%
4%
6%
9%
12%
16%
25%

31%

0,1099
0,3094
0,4821
0,6784
1,0126
1,5654
1,9969
2,7364
4,2345

5,1941

0,0066
0,0182
0,0281
0,0391
0,0573
0,0859
0,1071
0,1411
0,2027

0,2378

39

FONTE: Elaborada pela propria autora, 2020.

42 METODOS

Esta secdo inclui dados das medicBes espectroscdpicas, 0s circuitos equivalentes

utilizados e informacdes sobre as regressdes ndo lineares empregadas para cada circuito.

4.2.1 Medidas do espectro

O espectrometro de impedancia elétrica foi cedido pela empresa Bionexus Tecnologia

Ltda. O espectro de impedancia foi obtido em triplicata para as 11 amostras diferentes. As

frequéncias empregadas variaram entre 100 Hz e 852000 Hz. Devido a grande variagdo dos

resultados para as mesmas amostras, optou-se por usar a mediana dos trés valores na

regressdo ndo linear.
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4.2.2 Circuitos equivalentes

No presente estudo foram usados quatro modelos de circuitos equivalentes, os quais

estdo descritos a sequir.
4.2.2.1 Circuito equivalente de Becchi-Helmholtz

Este circuito consiste na adaptacdo do modelo de Helmholtz com a teoria de Becchi, a
qual propde gque o capacitor esta composto por duas duplas camadas de ions (BECCHI et al.,
2005). Nessa situacdo o circuito equivalente estd representado na Figura 2, onde R; e C;
correspondem, respectivamente, a resisténcia e capacitancia da solucdo e C, representa a

capacitancia da dupla camada elétrica.

Figura 2 — Diagrama do circuito equivalente de Becchi-Helmholtz.

R

=
|_

Ci

FONTE: TERUYA, 2008.

Para este circuito, a impedancia equivalente é dada pela seguinte expressao:

_ Ry . (_wCiR{? 1
Z((A)) - 1+((I)R1C1)2 ] <1+(wR1C1)2 + (UCz) (9)

4.2.2.2 Circuito equivalente com o elemento de fase constante
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Os elementos de fase constante (CPE, na sigla em inglés) séo incluidos em um circuito
para estimar efeitos como ndo homogeneidade ou porosidade dos eletrodos, os quais ndo
podem ser descritos em elementos como capacitores, resistores e indutores (JORCIN et al.,

2005). O circuito equivalente adotado nesta dissertacdo esta apresentado na Figura 3.

Figura 3 — Diagrama do circuito equivalente com o elemento de fase constante.

R4
CPE

Cq

FONTE: TERUYA, 2008.

Neste circuito, a impedancia equivalente é dada por:

_ Ry . (_wCiR{? 1
2(@) = TR ](1+(wR161>2) + Gorp (10)

onde os termos T e p sdo parametros empiricos.

1
(joT)P

Na Equacdo 10, o termo representa a impedancia equivalente do elemento CPE.

Através da relacio de Euler-De Moivre (e/® = cos + jsen®), é possivel demonstrar a

seguinte expressao:

(jwlT)p - (oflr)p [COS (%) — Jsen (%)] (11)
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Dessa forma, a impedancia equivalente resultante fica igual a:

1+(wR1C1)2 (wT)P 1+(0JR1(:1)2 (wT)P

Z(O)) — Ry + COS(%) _ ] ( wClRlz + Sen(%)) (12)

Caso o parametro p seja igual a 1, o elemento de fase constante é equivalente a um
capacitor, caso seja igual a 0, trata-se de um resistor e se p for igual a -1 trata-se de um

indutor. Desvios da idealidade levam a valores fracionarios (JORCIN et al., 2006).
4.2.2.3 Circuito contendo dois capacitores para a camada dupla

Este circuito ja foi previamente empregado para estudar solu¢cdes compostas por agua e
sucrose (CHAKRABORTY et al., 2017) e identificar a adicdo de sucrose para adulteracdo de
amostras de mel (DAS et al., 2017). A Figura 4 apresenta o diagrama do circuito.

Figura 4 — Diagrama do circuito com dois capacitores para a camada dupla.

N aaal

FONTE: CHAKRABORTY et al., 2017.

Neste circuito, 0 modulo da impedéncia elétrica resultante é dado pelas equacbes de 13
a 15, nas quais Cq; € a capacitancia de camada dupla, Cs, € Rg, S80 a capacitancia e a

resisténcia devidas a natureza dielétrica da solugdo , respectivamente.
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_ 1z (w)1Z3 ()|
12 = 1z @z (13)
. 2
|Z1(w)| = Rgo ~Jaea (14)
. 1
1Z(w)| = —j - (15)

4.2.2.4 Circuito ressonante em paralelo

Circuitos contendo capacitancias e indutancias podem exibir o fenémeno da
ressonancia, cuja intensidade depende da configuracdo dos elementos do circuito
(ALEXANDER; SADIKU, 1996). Nesta dissertacdo, optou-se por um circuito constituido por
uma resisténcia, uma capacitancia e uma indutancia associadas em paralelo (Figura 5). Para

este circuito, a impedancia equivalente resultante é dada por:

a)L+wC

Z(w)=R—J'< %L> (16)

Figura 5 — Diagrama do circuito ressonante em paralelo.

FONTE: ALEXANDER; SADIKU, 1996.
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4.2.3 Regressdo nao linear

Para ajustar os dados do mddulo da impedancia elétrica resultante dos quatro circuitos
em funcdo da frequéncia foi utilizado o pacote minpack.Im (ELZHOV et al., 2016) do
software R v. 3.6.1 (R CORE TEAM, 2019). Através deste pacote é possivel utilizar o
algoritmo de Levenberg-Marquardt para estimar os parametros nas regressdes ndo-lineares
(MARQUARDT, 1963). As estimativas iniciais dos parametros foram obtidas com o auxilio
do pacote nistools (BATY et al., 2015). Para se evitar que fossem gerados valores negativos
das resisténcias, capacitancias e indutancias, foi estabelecido o vinculo que os valores desses

parametros fossem maiores ou iguais a zero.

A qualidade dos ajustes dos quatro modelos de circuitos equivalentes foi avaliada
atraves dos seguintes indices estatisticos: Erro Absoluto Médio (MAE, Equacdo 17), Raiz do
Erro Quadratico Médio (RMSE, Equacdo 18), Critério de Informacdo de Akaike (AIC,
Equacdo 19) e Critério de Informacdo Bayesiano (BIC, Equacdo 20). Nas Equacdes de 17 a
20, Zpreai © Zobs,i COrrespondem a i-ésima predicdo e observagdo, respectivamente, N € o
namero total de observacdes experimentais, p € o nimero de parametros ajustaveis do modelo
e MSE ¢ o erro quadratico médio dado pela razdo entre a soma dos quadrados dos residuos

obtidos apos o ajuste do modelo e o0 nimero de graus de liberdade do modelo (N —p).

1
MAE = N %\I:llzpred,i - Zobs,i (17)
N — )2
RMSE = \[Zl=1(zpre;1 Zobs,i) 18)

AIC = Nlog(MSE) + 2p (19)
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BIC = Nlog(MSE) + p log(N) (20)

Dentre esses critérios, 0 MAE e RMSE sdo empregados com frequéncia para avaliar
modelos, sendo que ambos tém a mesma dimensdo da grandeza mensurada. A aplicagdo do
AIC e do BIC sdo interessantes no presente estudo porque esses critérios incluem termos que
penalizam modelos com maior nimero de parametros. Portanto, a parciménia dos modelos

acaba sendo premiada por esses dois indices.

A selecdo do melhor modelo de circuito equivalente que descreve o0s resultados
experimentais envolveu os seguintes critérios: menores valores dos quatro indices estatisticos,
0s parametros estimados deveriam ser estatisticamente significantes (p < 0,05) e os residuos
gerados pelo modelo deveriam ser normalmente distribuidos apds avaliacdo pelo teste de
Shapiro-Wilk.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo serdo apresentados os resultados obtidos neste trabalho e suas

consequéncias.

5.1  ESPECTROS DE IMPEDANCIA

As Figuras 6a e 6b apresentam os resultados obtidos para a impedancia em funcéo da
frequéncia em escala normal e em escala logaritmica. Conforme j& mencionado foram
utilizados os valores da mediana da impedancia devido a grande variagcdo nos resultados das
trés medidas para cada amostra (entre 10% e 20%, principalmente para baixas frequéncias).
Esta variagdo pode ser causada pela complexidade do leite, tendo em vista que trata-se de uma
solucdo coloidal multicomponente composta por moléculas e ions de diferentes tamanhos (YE
et al., 2002).
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A andlise das Figuras 6a e 6b permite verificar que para altas frequéncias, 0s valores
experimentais da impedancia das diferentes amostras convergem para valores muito proximos
de forma que fica praticamente impossivel se distinguir os resultados dos tratamentos. No
caso da escala logaritmica, é mais facil se identificar as amostras adulteradas principalmente a

partir da amostra 6 (concentracdo de ureia de 0,0573 g/g).

Figura 6 — Espectros da impedancia elétrica em funcao da frequéncia em (a) escala normal e

(b) escala logaritmica.
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FONTE: Elaborada pela propria autora, 2020.

52  COMPARACAO DOS MODELOS DOS CIRCUITOS EQUIVALENTES

No processo de ajuste dos modelos de circuito equivalente aos dados experimentais, a
maior dificuldade foi a obtencdo de boas estimativas iniciais para 0s parametros mesmo com a
ajuda do pacote nlstools do software R. N&o foi possivel ajustar o modelo do circuito
equivalente com dois capacitores para a camada dupla aos dados experimentais porque a
fungdo objetivo (minimos quadrados) ndo convergiu. Apos algumas tentativas, verificou-se
que o ajuste convergia caso valores fixos fossem estabelecidos para o parametro C,,; antes da

regressao ndo linear. Verificou-se que os melhores ajustes eram obtidos para valores pequenos
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de C,). Por essa razdo, o modelo foi ajustado para diferentes valores de Cg, com valores
variando entre 0 e 1 com passo de 0,1. Os ajustes com melhores indices estatisticos (MAE,
RMSE, AIC e BIC) foram gerados para Cs,, igual a 0,1. Portanto, esse valor foi fixado e o

modelo foi ajustado para que os demais parametros do modelo fossem estimados.

As Figuras de 7 a 10 apresentam diagramas de barra com os resultados dos indices
estatisticos obtidos apds os ajustes dos modelos dos quatro circuitos equivalentes (Circuito 1:
Becchi-Helmholtz; Circuito 2: Elemento de Fase Constante, Circuito 3: Dois Capacitores para
Camada Dupla e Circuito 4: Ressonante Paralelo) para todas as amostras (Al até All). Os
valores individuais estdo apresentados na Tabela A1 no Apéndice A. Conforme pode ser
observado nas figuras, o circuito equivalente constituido pelos dois capacitores para a camada
dupla gerou um ajuste melhor em relacdo aos demais para todos os indices e amostras
considerados 0 que indica que a inclusdo dos dois capacitores pode ser adequada para
descrever a camada dupla. O modelo do circuito equivalente com de circuito ressonante em
paralelo e o de Becchi-Helmholtz obtiveram um desempenho semelhantes, seguidos pelo
circuito de fase constante. Além disso, observou-se que de acordo com o teste de Shapiro-
Wilk, os residuos provenientes do ajuste do modelo com dois capacitores para a camada dupla
podem ser considerados como normalmente distribuidos (p > 0,05) o que reforca a hipotese

de adequacdo do modelo para descrever os dados experimentais.

Figura 7 — Resultados obtidos para o erro absoluto médio (MAE) apds o ajuste dos quatro

modelos para todas as amostras consideradas.
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FONTE: Elaborada pela propria autora, 2020.

Figura 8 — Resultados obtidos para a raiz do erro quadratico médio (RMSE) apds o ajuste dos

quatro modelos para todas as amostras consideradas.
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Figura 9 — Resultados obtidos para o critério de informacdo de Akaike (AIC) apds o ajuste

dos quatro modelos para todas as amostras consideradas.
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Figura 10 — Resultados obtidos para o critério de informacdo bayesiano (BIC) apds o ajuste

dos quatro modelos para todas as amostras consideradas.
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FONTE: Elaborada pela propria autora, 2020

A Tabela 3 apresenta os resultados dos parametros obtidos apés o ajuste do modelo com

dois capacitores para a camada dupla para as 11 amostras. Observa-se que todos o0s

parametros sdo estatisticamente significantes, o que confirma que trata-se do modelo mais

apropriado para descrever os resultados experimentais.

Tabela 3 — Valores estimados dos parametros apds ajuste do modelo do circuito

composto por dois capacitores para a camada dupla aos dados experimentais.

Amostra Parametro Estimativa (Erro-padréo)
R0 (107 Q) 1,07 (0,01)
Amostra 1 x
Ca1 (PF) 5,63 (0,26)
R0 (102 Q) 1,08 (0,01)"
Amostra 2 _—
Ca (PF) 5,49 (0,25)

R0l (107 Q)
Ca1 (pF)

Amostra 3

1,07 (0,01)"
5,59 (0,29) "
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R0 (10° Q) 1,11 (0,01)
Amostra 4 rx
Cai (PF) 5,35 (0,30)
Ryop (102 Q) 1,11 (0,01)"
Amostra 5 .
Ca (pF) 5,65 (0,26)
Rgop (107 Q) 1,14 (0,01)""
Amostra 6 —
Ca (pF) 5,35 (0,24)
Rso (10° Q) 1,19 (0,01)
Amostra 7 -
Ca (PF) 5,40 (0,18)
Rso1 (102 Q) 1,25 (0,01)™"
Amostra 8 -
Cai (PF) 5,59 (0,22)
Rso1 (10° Q) 1,28 (0,01)"
Amostra 9 -
Cai (PF) 5,56 (0,18)
Rso (102 Q2 1,44 (0,01)™
Amostra 10 sol { ) ( )***
Cai (PF) 5,50 (0,21)
Rso1 (102 Q 1,52 (0,01)"
Amostra 11 sol ) ( )***
Ca1 (PF) 5,71 (0,20)
*x45 < 0,001

FONTE: Elaborada pela propria autora, 2020.

As Figuras 11a e 11b exibem os valores dos parametros Ry, € Cq4; em funcdo da fracdo
massica de ureia adicionada ao leite. A partir das Figuras 11a e 11b e da Tabela 3, verifica-se
que o parametro R, aumenta linearmente com a fracdo massica de ureia na amostra
enquanto que o valor de C4 nédo tem correlacdo aparente com a concentracdo de ureia. Este
resultado para C4 sugere que o valor numerico deste parametro se deve principalmente a
aglomeracdo de ions e moléculas de &gua naturalmente presentes no leite em torno dos
eletrodos e ndo é afetado pela adicdo de ureia. Por sua vez, 0 aumento do parametro R,
implica que a condutividade da solugdo formada por leite e ureia diminui com a adi¢do de
ureia. Uma possivel explicacdo para este comportamento se deve ao fato que mais de 80% do
leite cru e constituido por moléculas de agua (ZHU et al., 2014). A ureia é altamente soltvel
em agua e tende a formar grandes agregados moleculares ureia-agua e ureia-ureia dependendo
da concentracdo de ureia que é adicionada ao leite (LEE et al., 1995; GRDADOLNIK;
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MARECHAL, 2002). Estes grandes agregados moleculares afetam a migragdo de ions na
solucdo leite-ureia, 0s quais sdo 0s maiores responsaveis pela condutividade elétrica do leite
(MABROOK; PETTY, 2003a; HENNINGSSON et al., 2005). Deste modo, ha uma maior
resisténcia ao movimento das cargas, a qual € caracterizada pelo parametro R, A seguinte
relacdo linear foi obtida para expressar a dependéncia de R, com a fragdo massica de ureia

na solucdo composta por leite e ureia:

Reo = 104,616 + 189,657[Ureia] (21)

A Equacao 21, com coeficiente de determinacédo igual a 0,9844, implica que o valor de
Rso; do leite cru (sem a adigdo extra de ureia) € igual a 104,616 Q. Para cada aumento de 1
unidade na fracdo massica de ureia na solucdo, o pardmetro Ry, sofre um aumento de
189,657 Q. Portanto, a partir desta equagdo, verifica-se a possibilidade que este parametro
poderia ser empregado em um equipamento digital para o calculo em tempo real da

concentracdo de ureia adicionada intencionalmente a uma amostra de leite cru.

Figura 11 — Gréaficos dos parametros ajustados (a) Ry, € (b) Cq em funcdo da

concentragéo de ureia.
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FONTE: Elaborada pela propria autora, 2020.
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5.3 DIAGRAMAS DE BODE E NYQUIST

As Figuras 12a e 12b apresentam os diagramas obtidos para a parte real e a parte
imaginaria da impedancia do circuito equivalente em funcdo do logaritmo da frequéncia.
Conforme pode ser observado na Figura 12a, ndo é possivel distinguir entre as amostras 1
(controle) e as amostras 2 e 3 que correspondem as fragcbes massicas mais baixas de ureia.
Também observa-se que é possivel distinguir a amostra controle das demais por simples
inspecdo visual.

A Figura 13 apresenta o diagrama do angulo de fase em funcdo do logaritmo da
frequéncia (Diagrama de Bode) enquanto que a Figura 14 apresenta o diagrama da
componente imaginaria da impedancia em funcdo da componente real da impedancia

(Diagrama de Nyquist).

Figura 12 — Diagramas da componente (a) real e (b) imaginaria da impedancia elétrica em

funcdo do logaritmo da frequéncia para as diferentes amostras estudadas.
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FONTE: Elaborada pela propria autora, 2020.
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As conclusdes obtidas ap6s analise da Figura 14 sdo semelhantes as obtidas através da
Figura 12a, ou seja, é possivel se distinguir a adulteracdo a partir da Amostra 4. Ja o

Diagrama de Bode nédo possibilita que se visualize com nitidez a adi¢do de ureia no leite.

Figura 13 — Diagrama de Bode para as diferentes amostras estudadas.
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FONTE: Elaborada pela propria autora, 2020.

Figura 14 — Diagrama de Nyquist para as diferentes amostras estudadas.
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6 CONCLUSOES

O presente trabalho teve o objetivo de estudar a aplicacdo da técnica de espectroscopia
de impedancia elétrica para a identificagdo da adicdo intencional de ureia no leite. Foi
possivel verificar que 0 modelo do circuito equivalente composto por dois capacitores fornece
um bom ajuste aos dados experimentais por ser mais adequado para descrever as interacdes
moleculares que ocorrem na interface entre o eletrodo e o leite. Também foi obtida uma
relacdo linear entre o pardmetro correspondente a resisténcia elétrica da solucdo e a
concentracdo da ureia, a qual pode ser util para se quantificar a concentracdo de ureia na
solucdo. Através de diagramas contendo as componentes reais e imaginarias da impedancia
em funcdo do logaritmo da frequéncia da corrente aplicada e do diagrama de Nyquist, foi
possivel verificar que a técnica é eficaz para detectar concentraces de ureia a partir de
aproximadamente 0,48 mol/kg, ou seja, com 3% de adiacdo de ureia, o que corresponde a
amostra 4 de acordo com a terminologia adotada nesta dissertacdo, um resultado importante

sendo capaz identificar até mesmo adulteracdo com ureia em baixa quantidade.

No entanto, deve-se levar em consideracdo a variacdo na composicédo do leite devido a
fatores como a raca leiteira, periodo de lactacdo, idade do animal, e fatores extrinsecos, como
intervalo de ordenha, processo de ordenha, nivel de alimentacdo, estacdo do ano. Portanto, 0s
resultados apresentados neste estudo sdo apenas um método recomendado para pesquisa de
medicdo com EIS, assim para validacdo do método, como sugestdo para proximos estudos

considerar esses fatores.
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APENDICE A — INDICES ESTATISTICOS OBTIDOS APOS O AJUSTE DOS MODELOS
DE CIRCUITOS EQUIVALENTES
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Tabela A1l — indices estatisticos obtidos apds o ajuste dos modelos de ircuitos

equivalentes.

Concentragéo
Ureia

de

Indices estatisticos

Circuitos
Equivalentes

R2

RMSE

MAE

AlIC

BIC

0 (mol/kg)

0,110 (mol/kg)

0,309 (mol/kg)

0,482 (mol/kg)

Becchi-
Helmholtz

Com
elemente de
fase
constante

Com dois
capacitores
para  dupla
camada

Ressonante
em Paralelo

5,07E-08

8,14E-01

8,99E-01

1,58E-02

2,10E+01

1,34E+01

7,44E+00

2,09E+01

1,51E+01

1,24E+01

5,73E+00

1,48E+01

2,58E+02

7,33E+02

5,84E+02

2,58E+02

2,63E+02

7,45E+02

5,93E+02

2,63E+02

Becchi-
Helmholtz

Com
elemente de
fase
constante

Com dois
capacitores
para  dupla
camada

Ressonante
em Paralelo

6,17E-08

8,17E-01

9,67E-01

1,79E-02

2,08E+01

1,37E+01

3,78E+00

2,06E+01

1,48E+01

1,27E+01

2,56E+00

1,45E+01

2,58E+02

6,88E+02

4,70E+02

2,57E+02

2,63E+02

7,01E+02

4,80E+02

2,62E+02

Becchi-
Helmholtz

Com
elemente de
fase
constante

Com dois
capacitores
para  dupla
camada

Ressonante
em Paralelo

3,99E-08

8,00E-01

9,43E-01

1,86E-02

2,10E+01

1,28E+01

5,04E+00

2,08E+01

1,46E+01

1,16E+01

4,02E+00

1,47E+01

2,58E+02

6,76E+02

5,18E+02

2,57E+02

2,63E+02

6,88E+02

5,28E+02

2,63E+02

Becchi-
Helmholtz

Com
elemente de
fase

4,27E-09

7,89E-01

2,20E+01

1,76E+01

1,59E+01

1,63E+01

2,60E+02

7,31E+02

2,66E+02

7,43E+02



0,678 (mol/kg)

1,013 (mol/kg)

1,565 (mol/kg)

1,997 (mol/kg)

constante

Com dois
capacitores
para  dupla
camada

Ressonante
em Paralelo

9,54E-01

1,56E-02

4,73E+00

2,18E+01

3,31E+00

1,56E+01

5,07E+02

2,60E+02
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5,17E+02

2,65E+02

Becchi-
Helmholtz

Com
elemente de
fase
constante

Com dois
capacitores
para  dupla
camada

Ressonante
em Paralelo

5,00E-08

7,87E-01

9,70E-01

1,40E-02

2,23E+01

1,65E+01

3,85E+00

2,22E+01

1,61E+01

1,54E+01

2,64E+00

1,58E+01

2,61E+02

7,32E+02

4,73E+02

2,61E+02

2,67E+02

7,20E+02

4,83E+02

2,66E+02

Becchi-
Helmholtz

Com
elemente de
fase
constante

Com dois
capacitores
para  dupla
camada

Ressonante
em Paralelo

5,81E-08

7,82E-01

9,70E-01

1,67E-02

2,26E+01

1,93E+01

3,94E+00

2,24E+01

1,61E+01

1,80E+01

2,53E+00

1,58E+01

2,62E+02

7,45E+02

4,77E+02

2,62E+02

2,67E+02

7,58E+02

4,87E+02

2,67E+02

Becchi-
Helmholtz

Com
elemente de
fase
constante

Com dois
capacitores
para  dupla
camada

Ressonante
em Paralelo

1,34E-07

7,58E-01

9,84E-01

1,43E-02

2,39E+01

2,32E+01

3,07E+00

2,38E+01

1,73E+01

2,17E+01

2,02E+00

1,71E+01

2,65E+02

7,77TE+02

4,35E+02

2,65E+02

2,71E+02

7,89E+02

4,44E+02

2,70E+02

Becchi-
Helmholtz

Com
elemente de
fase

7,80E-08

7,03E-01

2,67E+01

2,87E+01

1,94E+01

2,67E+01

2,71E+02

8,12E+02

2,77TE+02

8,25E+02
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constante

Com dois
capacitores
para  dupla
camada

Ressonante
em Paralelo

9,80E-01

1,39E-02

3,74E+00

2,65E+01

2,48E+00

1,91E+01

4,68E+02

2,71E+02

4,78E+02

2,76E+02

Becchi-
Helmholtz

Com
elemente de
fase
constante
2,736 (mol/kg)
Com dois
capacitores
para  dupla
camada

Ressonante
em Paralelo

1,02E-07

6,92E-01

9,87E-01

1,21E-02

2,73E+01

3,10E+01

3,14E+00

2,71E+01

2,00E+01

2,89E+01

2,10E+00

1,97E+01

2,73E+02

8,25E+02

4,38E+02

2,72E+02

2,78E+02

8,37E+02

4,48E+02

2,78E+02

Becchi-
Helmholtz

Com
elemente de
fase
constante
4,234 (mol/kg)
Com dois
capacitores
para  dupla
camada

Ressonante
em Paralelo

4,96E-07

6,02E-01

9,82E-01

1,09E-02

3,27E+01

4,49E+01

4,37E+00

3,25E+01

2,41E+01

4,15E+01

2,99E+00

2,38E+01

2,83E+02

8,87E+02

4,94E+02

2,82E+02

2,88E+02

9,00E+02

5,04E+02

2,88E+02

Becchi-
Helmholtz

Com
elemente de
fase
constante
5,194 (mol/kg)
Com dois
capacitores
para  dupla
camada

Ressonante
em Paralelo

5,75E-07

5,57E-01

9,87E-01

6,90E-03

3,59E+01

5,14E+01

4,13E+00

3,58E+01

2,70E+01

4,75E+01

3,02E+00

2,67E+01

2,88E+02

9,10E+02

4,85E+02

2,88E+02

2,93E+02

9,23E+02

4,94E+02

2,93E+02

FONTE: Elaborada pela propria autora, 2020.



