
A R T I G O  O R I G I N A L

Autor para correspondência.

https://doi.org/10.18265/2447-9187a2025id8552

R e v .  P r i n c i p i a ,  J o ã o  P e s s o a ,  v .  6 2 ,  e 8 5 5 2 ,  2 0 2 5 .       [   1  ]

SUBMETIDO  05/06/2024

APROVADO  03/10/2024

PUBLICADO ON-LINE  21/10/2024

VERSÃO FINAL DIAGRAMADA  13/10/2025

EDITORA ASSOCIADA 
Profa. Dra. Dalany Menezes Oliveira

Avaliação da eficácia do 
método oficial para detecção 
de neutralizantes químicos 
(hidróxido de sódio e bicarbonato 
de sódio) em amostras de leite

RESUMO: O controle de qualidade e a segurança na cadeia produtiva do leite são 
prioridades para técnicos e órgãos reguladores. Medidas como higienização das 
instalações, higiene pessoal, qualidade da matéria-prima e uso de maquinário 
adequado são rigorosamente regulamentadas e inspecionadas para minimizar 
o risco de contaminação do produto. Entretanto, ainda ocorrem casos de 
contaminação por agentes químicos, como neutralizantes de acidez, utilizados 
para mascarar acidez titulável causada por microrganismos devido a más 
condições de higiene e refrigeração inadequada. Nesse contexto, o presente 
estudo teve como objetivo avaliar a eficácia do método oficial na detecção de 
neutralizantes químicos em diferentes concentrações. Para tanto, amostras 
foram preparadas com níveis de acidez de 0,14%, 0,18%, 0,20% e 0,22% e testadas 
com hidróxido de sódio e bicarbonato de sódio em concentrações próximas ao 
limite de detecção. Os resultados indicaram que o método oficial não é eficaz na 
detecção desses neutralizadores em níveis elevados de acidez, comprometendo 
a avaliação da qualidade do leite. O estudo sugere a necessidade de combinar 
diferentes metodologias analíticas, pois a falha do método oficial, associada à 
acidez do leite, pode permitir a comercialização de um produto com qualidade 
comprometida, representando um potencial risco à saúde dos consumidores.

Palavras-chave: análise qualitativa; controle de qualidade do leite; fraude por 
bicarbonato de sódio; fraude por hidróxido de sódio; neutralizadores de acidez.

Evaluation of the effectiveness of the 
official method for detecting chemical 
neutralizers (sodium hydroxide and 
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ABSTRACT: Quality control and safety in the milk production chain are priorities 
for technicians and regulatory agencies. Measures such as facility sanitation, 
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personal hygiene, raw material quality, and the use of appropriate machinery are 
rigorously regulated and inspected to minimize the risk of product contamination. 
However, cases of contamination by chemical agents, such as acidity neutralizers, used 
to mask titratable acidity caused by microorganisms due to poor hygiene conditions 
and inadequate refrigeration, still occur. In this context, the present study aimed to 
evaluate the effectiveness of the official method in detecting chemical neutralizers at 
different concentrations. For this purpose, samples were prepared with acidity levels 
of 0.14%, 0.18%, 0.20%, and 0.22%, and tested with sodium hydroxide and sodium 
bicarbonate at concentrations near the detection limit. The results indicated that the 
official method is not effective in detecting these neutralizers at elevated acidity levels, 
compromising the assessment of milk quality. The study suggests the need to combine 
different analytical methodologies, as the failure of the official method, associated with 
milk acidity, may allow the commercialization of a product with compromised quality, 
posing a potential health risk to consumers.

Keywords: acidity neutralizers; milk quality control; qualitative analysis; sodium 
bicarbonate fraud; sodium hydroxide fraud.

1 Introdução

O leite é amplamente considerado um dos alimentos mais completos, fornecendo 
nutrientes essenciais para o crescimento, desenvolvimento e manutenção da saúde 
humana. Sua composição inclui lipídeos, proteínas, carboidratos, água e vitaminas, o que 
ressalta sua importância na alimentação (Pellegrini et al., 2012; Sandoval; Ribeiro, 2021).

De acordo com a Instrução Normativa (IN) 76, é proibida a adição de substâncias 
estranhas ao leite, como agentes inibidores do crescimento microbiano, neutralizantes 
de acidez, reconstituintes de densidade ou do índice crioscópico. Além disso, o leite não 
deve conter resíduos de produtos veterinários ou outros contaminantes. Está também 
expressamente proibida a administração de substâncias estimulantes que aumentem a 
secreção láctea, prejudiquem a saúde animal e humana, ou que sirvam para mascarar a 
qualidade do leite (Brasil, 2018).

Apesar da complexidade envolvida no processo de controle de qualidade, fraudes na 
cadeia produtiva do leite continuam a ocorrer, geralmente com o objetivo de aumentar 
o lucro ou mascarar a presença de contaminantes. Entre as fraudes mais recorrentes, 
destaca-se a adição de neutralizantes, utilizados para reduzir a acidez do leite, a qual 
pode ser alterada por práticas inadequadas de higiene e refrigeração, favorecendo o 
crescimento de bactérias produtoras de ácido lático (Abrantes; Campêlo; Silva, 2014; 
Dias et al., 2020; Uberti; Pinto, 2022). As fraudes na produção de leite e seus derivados 
afetam diversos atores da cadeia produtiva, incluindo produtores, transportadores, 
indústrias e consumidores. Para os produtores, as consequências incluem a redução 
da produção e da receita, além da ausência de pagamento após a entrega do produto. 
Os transportadores enfrentam a diminuição de contratos e mudanças nos métodos de 
pagamento. As indústrias lidam com a redução no recebimento e processamento devido 
às dificuldades de venda, bem como com o aumento dos custos relacionados ao controle 
de qualidade. Para os consumidores, os impactos incluem o aumento dos preços dos 
produtos finais, a diminuição da confiança e os riscos associados ao consumo (Roncato; 
Roncato; Villwock, 2017).
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A determinação da acidez do leite é um parâmetro essencial para avaliar seu estado 
de conservação, uma vez que a acidez normal varia de 0,14% a 0,18% (p/v) de ácido 
lático. Caso o leite seja armazenado de forma inadequada após a coleta, o número de 
microrganismos presentes tende a aumentar, resultando em maior acidez. De acordo com 
Marques, Pires e Leães (2020), a elevação da acidez pode indicar condições precárias 
de higiene, deficiências no processo de refrigeração, uso de utensílios mal higienizados, 
tempo prolongado de estocagem ou uma combinação desses fatores. Hábitos inadequados 
de higiene foram identificados a partir de questionários aplicados, os quais demonstraram 
que 60% dos produtores (6/10) realizam a ordenha no estábulo, 70% (7/10) não realizam 
o pré-dipping, 60% (6/10) não praticam o pós-dipping e 40% (4/10) não executam 
o teste CMT para detecção de mastite nos animais.

A maioria dos estudos sobre a presença de contaminantes no leite utiliza metodologias 
oficiais de análise, conforme regulamentado pela Instrução Normativa nº 68, que estabelece 
os métodos físico-químicos oficiais para o controle de leite e derivados (Brasil, 2006). 
Entretanto, poucos estudos abordam os limites de detecção dessas metodologias ou 
investigam os efeitos de outros compostos sobre tais limites, considerando a capacidade 
de detecção e a influência de contaminantes no leite.

O limite de detecção é definido como a menor concentração de um analito que 
pode ser detectada em uma amostra, sem a necessidade de quantificação precisa sob as 
condições estabelecidas no teste. Em outras palavras, corresponde à menor concentração 
de um analito que pode ser detectada de forma confiável, sem garantir sua quantificação 
exata (NATA, 2006). Portanto, o limite de detecção (LD) para procedimentos analíticos 
pode variar conforme o tipo de amostra, sendo essencial considerar todas as etapas 
do processo analítico na determinação desse LD. Quando são realizadas medições em 
amostras com baixos níveis de analito ou de propriedades, como na análise de traços, 
é crucial determinar qual é o menor valor de concentração que pode ser detectado pelo 
método (INMETRO, 2020).

Os métodos qualitativos previstos na legislação brasileira exigem determinações 
independentes para diferentes analitos, o que acarreta um grande número de testes, 
consumo de tempo, amostras e reagentes, além da geração de resíduos (Brasil, 2006). 
Atualmente, há uma tendência de substituição desses métodos clássicos por técnicas 
instrumentais que atendam às demandas globais de segurança, qualidade e rastreabilidade 
de alimentos (Cifuentes, 2012).

Paula et al. (2021) avaliaram os limites de detecção para substâncias antimicrobianas 
e neutralizantes de acidez com base nos métodos qualitativos oficiais de análise em leite, 
constatando que a menor concentração detectável de hidróxido de sódio foi de 0,02%, e 
para bicarbonato de sódio, de 0,05% (p/v). Diversos autores têm investigado a presença 
de redutores de acidez no leite e a capacidade dos métodos oficiais em detectar tais 
substâncias (Abrantes; Campêlo; Silva, 2014; Dias et al., 2020; Gondim et al., 2021; 
Rosa-Campos et al., 2011; Uberti; Pinto, 2022).

O presente estudo teve como objetivo avaliar a capacidade de detecção do método 
oficial para diferentes concentrações dos neutralizantes químicos hidróxido de sódio e 
bicarbonato de sódio no leite.

No restante deste artigo, na seção 2 são apresentados estudos que identificam a 
presença de resíduos químicos, especialmente redutores de acidez, no leite, bem como 
metodologias para sua detecção. Na seção 3, descrevem-se as metodologias utilizadas 
para a identificação da menor concentração detectável desses compostos por meio 
dos métodos oficiais de análise. Os resultados da pesquisa, incluindo discussões e 
implicações sobre os limites de detecção do bicarbonato de sódio e do hidróxido de 
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sódio, encontram-se na seção 4. As conclusões finais, que sintetizam as discussões do 
estudo, estão apresentadas na seção 5.

2 Referencial teórico 

A determinação da acidez do leite é uma das principais medidas utilizadas no controle 
de qualidade das matérias-primas nas indústrias de laticínios. Essa acidez pode ser 
expressa em graus Dornic (°D) ou em porcentagem de ácido lático. Embora o leite cru 
não apresente acidez intrínseca, a técnica de titulação permite a detecção de níveis de 
acidez, o que indica uma reação entre a substância titulante e os componentes do leite, 
resultando em uma acidez titulável (Tronco, 2008).

Parâmetros fora dos valores estabelecidos indicam baixa qualidade do leite ou 
possíveis falhas higiênicas no processo de produção. Abrantes, Campêlo e Silva (2014) 
afirmam que, inicialmente, as adulterações no leite visavam aumentar o volume por 
meio da adição de água ou da retirada de creme para a produção de outros derivados, 
como o creme de leite. Posteriormente, surgiram fraudes mais sofisticadas, incluindo a 
adição de soro de queijo, conservantes (como peróxido de hidrogênio), neutralizantes 
(hidróxido de sódio, bicarbonato de sódio) e reconstituintes de densidade e crioscopia (sal, 
açúcar, amido). Nesse contexto, observa-se que o objetivo dessas fraudes é aumentar a 
lucratividade, seja por meio do aumento do volume do leite, pela camuflagem da acidez 
ou pela melhora artificial da conservação.

A neutralização do leite com agentes alcalinos é uma das adulterações mais frequentes, 
utilizada para mascarar o aumento da acidez causado pela falta de higiene ou refrigeração 
inadequada. A neutralização excessiva altera significativamente a composição química 
do leite, saponificando sua gordura e hidrolisando suas proteínas, o que modifica sabor, 
textura, consistência e retarda a coagulação durante a produção de queijos. A detecção 
de neutralizantes pode ser feita por métodos qualitativos, como o ácido rosólico e a 
fenolftaleína. Ambos são indicadores ácido-base que mudam de cor de acordo com o 
pH do meio. No método do ácido rosólico, a cor vermelho-carmim indica a presença de 
neutralizantes (Brasil, 2006).

Os neutralizantes são frequentemente adicionados para mascarar o aumento da acidez 
resultante da ação de microrganismos mesofílicos, os quais causam a coagulação ácida 
do leite (Tronco, 2008). Esses microrganismos degradam a lactose, produzindo ácido 
lático, que é responsável pela redução do pH do leite, normalmente entre 6,4 e 6,8. A 
adição de neutralizantes, como bicarbonato de sódio e hidróxido de sódio, altera o pH, 
neutralizando-o e permitindo novamente o crescimento microbiano, o que resulta em um 
leite de qualidade inferior e fraudado (Franco; Landgraf, 2008).

No estudo realizado por Rosa-Campos et al. (2011), resíduos de hidróxido de sódio 
foram detectados em quatro das oito marcas analisadas no mercado. De acordo com 
Silva (2013), a adição de NaOH nas concentrações de 0,01%, 0,025% e 0,05% reduziu 
os níveis de acidez de 17 °D (controle) para 16 °D, 13 °D e 10 °D, respectivamente. 
Contudo, a presença de hidróxido de sódio só foi constatada em concentrações a partir 
de 0,01%, por meio de provas específicas para neutralizantes.

Ao analisar amostras de leite cru adulteradas com bicarbonato de sódio (0,05%, 
0,10% e 0,25%), Cassoli et al. (2011) utilizaram o método de infravermelho com 
transformada de Fourier (IVTF) e identificaram o limite de detecção para essa substância 
a partir de 0,05%. Wanderley et al. (2012) avaliaram métodos analíticos oficiais 
para a detecção de lipídios, extrato seco desengordurado, acidez titulável, densidade 
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relativa a 15 °C e crioscopia. Os autores concluíram que essas análises oficiais não 
foram eficazes para detectar irregularidades no leite, evidenciando a necessidade de 
métodos complementares para a identificação de neutralizantes de acidez, conservantes 
e reconstituintes, de modo a evitar a comercialização e consumo de leite impróprio.

Gondim et al. (2021) avaliaram a metodologia oficial e uma versão modificada 
em um processo de validação laboratorial envolvendo quatro adulterantes: bicarbonato 
de sódio (BI), carbonato de sódio (CA), hidróxido de sódio (HY) e citrato de 
sódio (CI). A versão modificada, com melhor desempenho, foi selecionada para 
validação interlaboratorial. No estudo, amostras de leite cru com acidez de 0,19% foram 
neutralizadas com diferentes concentrações dos adulterantes mencionados e testadas 
quanto à homogeneidade e estabilidade. Oito laboratórios de diferentes setores da cadeia 
produtiva do leite participaram da análise dessas amostras. Os resultados do ensaio 
colaborativo confirmaram o desempenho do método, embora a sensibilidade e precisão 
tenham sido inferiores às observadas nos testes intralaboratoriais, evidenciando as 
aplicações e limitações do método.

Métodos qualitativos fornecem respostas binárias, como presente/ausente, 
positivo/negativo ou sim/não, e são amplamente utilizados em análises de controle de 
qualidade (AOAC, 2014; Trullols et al., 2005). Embora diversos estudos apresentem 
procedimentos para a validação de métodos qualitativos (Ellison; Fearn, 2005; 
Gondim et al., 2014; Langton et al., 2002; López; Callao; Ruisánchez, 2015; Macarthur; 
Holst, 2012), ainda não há um protocolo harmonizado. Nesse sentido, estudos envolvendo 
métodos qualitativos clássicos e multivariados para a detecção de adulterantes em leite 
são raros e limitados quanto aos parâmetros de desempenho, sendo restritos a processos 
intralaboratoriais (Botelho et al., 2015; Silva, 2013; Silva et al., 2015).

A crescente aplicação de métodos qualitativos nas rotinas de controle de qualidade 
sugere sua importância crescente nos sistemas de garantia de qualidade. Nesse contexto, a 
validação de métodos é essencial para garantir a confiabilidade e adequação dos métodos 
analíticos (López; Callao; Ruisánchez, 2015; Moore; Spink; Lipp, 2012).

3 Metodologia

Esta seção apresenta de forma sucinta os procedimentos adotados para a realização 
deste estudo, abordando a preparação das amostras e os testes utilizados para avaliar a 
presença de contaminantes no leite.

3.1 Preparação das amostras para avaliação do Limite de Detecção (LD) 
de hidróxido de sódio em diferentes condições de acidez 

Para avaliar os efeitos da variação da acidez do leite, as análises foram fundamentadas 
no LD previamente estabelecido por Paula et al. (2021), no qual a concentração 
mínima para a detecção de hidróxido de sódio no leite foi de 0,02% (p/v). Neste 
contexto, utilizou-se leite in natura, isento de substâncias estranhas e conforme os 
parâmetros exigidos pela legislação para análises físico-químicas (Brasil, 2018). As 
amostras foram homogeneizadas, divididas em 11 alíquotas de 100 mL e colocadas em 
balões volumétricos.

A amostra 1 (leite in natura) foi avaliada quanto à acidez, que deve estar 
entre 0,14% e 0,16% de ácido lático, e foi realizado o teste de hidróxido de sódio, cujo 
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resultado deve ser negativo para a presença desse contaminante (Brasil, 2006). Após 
essa verificação, cada alíquota foi preparada com diferentes concentrações de hidróxido 
de sódio (0,00%, 0,02% e 0,03% p/v) e elevações de acidez (0,18%, 0,20% e 0,22%), 
conforme apresentado na Tabela 1.

Amostra Adição de 
NaOH 0,02%

Adição de 
NaOH 0,03%

Acidez alterada 
para 0,18%

Acidez alterada 
para 0,20%

Acidez alterada 
para 0,22%

1 – – – – –

2 + – – – –

3 – – + – –

4 + – + – –

5 – – – + –

6 + – – + –

7 – – – – +

8 + – – – +

9 – + + – –

10 – + – + –

11 – + – – +

3.2 Preparação das amostras para avaliação do LD do bicarbonato de 
sódio em diferentes condições de acidez

As análises referentes ao bicarbonato de sódio seguiram a metodologia já avaliada por 
Paula et al. (2021), que estabelece a concentração mínima para a detecção de bicarbonato 
de sódio no leite em 0,05% (p/v). Assim como na subseção 3.1, utilizou-se leite in 
natura, livre de substâncias estranhas e conforme a legislação (Brasil, 2018). As amostras 
foram homogeneizadas e divididas em 11 alíquotas de 100 mL, sendo colocadas em 
balões volumétricos.

A amostra 1 (leite cru) foi analisada quanto à acidez, que deve estar entre 0,14% 
e 0,16% de ácido lático, e foi realizado o teste de bicarbonato de sódio, cujo resultado 
deve ser negativo para a presença desse contaminante. Após essa verificação, cada 
alíquota foi preparada com diferentes concentrações de bicarbonato de sódio (0,00%, 
0,05% e 0,06% p/v) e elevações de acidez (0,18%, 0,20% e 0,22%), conforme descrito 
na Tabela 2.

Tabela 1 • 
Preparo das amostras 

para teste sobre os efeitos 
da acidez na detecção de 

hidróxido de sódio no leite.  
Fonte: dados da pesquisa

(+) positivo; (–) negativo
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Amostra
Adição de 
NaHCO3 

0,05%

Adição de 
NaHCO3 

0,06%

Acidez 
alterada 

para 0,18%

Acidez 
alterada 

para 0,20%

Acidez 
alterada 

para 0,22%

1 – – – – –

2 + – – – –

3 – – + – –

4 + – + – –

5 – – – + –

6 + – – + –

7 – – – – +

8 + – – – +

9 – + + – –

10 – + – + –

11 – + – – +

(+) positivo; (–) negativo

3.3 Teste qualitativo para detectar a presença do hidróxido de sódio 
nas amostras

Para a realização do teste de detecção de NaOH em cada amostra de leite, foram 
transferidos 5,0 mL de leite de cada alíquota descrita na Tabela 1 para um tubo de ensaio, 
seguido pela adição de 4 gotas de azul de bromotimol. O resultado positivo é indicado 
pela coloração esverdeada, enquanto o resultado negativo corresponde à coloração 
amarela (Brasil, 2006).

3.4 Teste qualitativo para detectar a presença do bicarbonato de 
sódio nas amostras

Para a realização do teste de detecção de NaHCO3 em cada amostra de leite, foram 
transferidos 5,0 mL de leite de cada alíquota descrita na Tabela 2 para um tubo de ensaio, 
seguido pela adição de 10 mL de álcool absoluto e 6 gotas de ácido rosólico a 2% (p/v). 
O resultado positivo é indicado pela coloração vermelha-carmim (Brasil, 2006).

 

3.5 Teste de acidez

Este teste foi realizado para verificar a alteração da acidez de forma intencional, 
por meio da adição de ácido lático nas amostras selecionadas. A elevação da acidez foi 
realizada nas amostras 3, 4 e 9 para 0,18%; nas amostras 5, 6 e 10 para 0,20%; e nas 
amostras 7, 8 e 11 para 0,22%, visando as análises de hidróxido de sódio e bicarbonato 
de sódio. Para a preparação da solução de ácido lático, foram acrescentados 5,9 mL de 
ácido lático a 85% em um balão volumétrico de 50 mL.

Para a avaliação da acidez das amostras de leite, foram adicionados em um erlenmeyer 
10 mL de leite e 4 gotas da solução de fenolftaleína a 1%, seguido pela titulação com 

Tabela 2 • 
Preparo das amostras 

para teste sobre os efeitos 
da acidez na detecção de 

bicarbonato de sódio no leite.  
Fonte: dados da pesquisa
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solução de NaOH 0,1 mol/L até o aparecimento de coloração rósea persistente por 
aproximadamente 30 segundos (Brasil, 2006).

3.6 Avaliação dos resultados

Os resultados foram avaliados em conformidade com a legislação, conforme 
estabelecido na IN 68, de 12 de dezembro de 2006 (Brasil, 2006), e comparados com 
os LDs encontrados nos trabalhos de Paula et al. (2021), Wanderley et al. (2012), 
Silva (2013), Cassoli et al. (2011) e outros estudos que abordaram métodos qualitativos 
oficiais para a análise de redutores de acidez em leite.

4 Resultados e discussão

Após a adição experimental de substâncias neutralizantes ao leite, em determinadas 
condições de acidez, e a execução de procedimentos analíticos para verificar a 
sensibilidade da metodologia estabelecida pela IN 62, foram observados os resultados 
das análises de hidróxido de sódio, conforme demonstrado na Tabela 3.

Amostra Concentração de NaOH Acidez inicial Resultado

1 – 0,14% –

2 0,02% 0,14% +

3 – 0,18% –

4 0,02% 0,18% –

5 – 0,20% –

6 0,02% 0,20% –

7 – 0,22% –

8 0,02% 0,22% –

9 0,03% 0,18% +

10 0,03% 0,20% +

11 0,03% 0,22% –

(+) positivo; (–) negativo

Paula et al. (2021) constatou que o limite de detecção (LD) de NaOH no leite é 
de 0,02%. Assim, a presente pesquisa partiu dessa premissa para realizar as fraudes 
subsequentes nas alíquotas demonstradas. Conforme indicado na Tabela 3, a 
alíquota 1 (leite inalterado), com acidez inicial de 0,14%, apresentou resultado negativo 
para a presença de NaOH. Em contrapartida, a alíquota 2, após a adição de NaOH na 
concentração de 0,02%, apresentou resultado positivo, validando, dessa forma, a pesquisa 
de Paula et al. (2021).

Entretanto, a metodologia não se mostrou eficaz para detectar a presença fraudulenta 
do neutralizante na concentração de 0,02% nas amostras 4, 6 e 8, que foram testadas 
sob condições de acidez inicial de 0,18%, 0,20% e 0,22%, valores que estão no limite 

Tabela 3 • 
Resultado da aplicação 

da metodologia oficial de 
detecção de hidróxido de 

sódio em leite.  
Fonte: dados da pesquisa
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ou acima do permitido. Após a adição do hidróxido de sódio, os níveis de acidez foram 
restaurados aos parâmetros estabelecidos pela IN 76 (Brasil, 2018), que é de 0,14%.

Silva (2013) relatou que, em sua pesquisa, amostras adulteradas com concentrações 
de 0,01%, 0,025% e 0,05% de NaOH somente foram detectadas a partir da concentração 
de 0,1%. O autor também enfatizou que o método foi eficaz na detecção da substância, 
mesmo após 48 horas de refrigeração.

A utilização do NaOH como substância fraudulenta no leite pode provocar a 
saponificação do produto, comprometendo a segurança alimentar. Em concentrações 
elevadas, essa substância pode representar riscos à saúde do consumidor, uma vez que 
se trata de um agente corrosivo (Silva, 2013).

Por outro lado, nas amostras adulteradas com hidróxido de sódio na concentração 
de 0,03%, apenas as alíquotas 9 e 10, com acidez de 0,18% e 0,20%, apresentaram 
resultados positivos para a presença de NaOH. A amostra 11, com acidez de 0,22%, não 
foi eficaz para a detecção.

Os dados indicam que o NaOH somente é detectado no leite em concentrações mais 
elevadas, dependendo do nível inicial de acidez do meio. Isso se deve ao fato de que, com 
o aumento da acidez e a concentração mantida em 0,02%, a amostra torna-se alcalina, 
resultando na neutralização. Para que o método volte a detectar a presença do NaOH, é 
necessário aumentar a concentração da substância no meio, a fim de promover uma 
neutralização parcial da amostra. Portanto, à medida que a acidez do leite se eleva, 
o LD pode variar para níveis mais altos.

O método do ácido rosólico baseia-se em reações ácido-base, tendo o referido ácido 
como indicador. Assim, a adição de compostos neutralizantes poderia não ser identificada 
por essa prova, uma vez que a quantidade de neutralizante adicionada ao leite poderia 
reagir com o ácido lático em excesso, resultando em amostras com valores de pH e acidez 
dentro dos padrões (Milagres, 2012; Silva et al., 2015).

Esse comportamento também é observado nos resultados obtidos com o bicarbonato 
de sódio, conforme demonstra a Tabela 4.

Amostra Concentração de NaHCO3 Acidez inicial Resultado

1 – 0,14% –

2 0,05% 0,14% +

3 – 0,18% –

4 0,05% 0,18% –

5 – 0,20% –

6 0,05% 0,20% –

7 – 0,22% –

8 0,05% 0,22% –

9 0,06% 0,18% +

10 0,06% 0,20% +

11 0,06% 0,22% –

(+) positivo; (–) negativo

Tabela 4 • 
Resultado da aplicação 

da metodologia oficial de 
detecção de bicarbonato de 

sódio em leite.  
Fonte: dados da pesquisa
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Na presente pesquisa, a adição de bicarbonato ao leite foi testada experimentalmente 
na concentração de 0,05%, visto que este valor foi o mínimo detectado em amostras 
de leite adulteradas nos trabalhos de Cassoli et al. (2011) e Paula et al. (2021). A 
alíquota 1 (leite inalterado), com acidez inicial de 0,14%, apresentou resultado negativo 
para a presença de NaHCO3. Por sua vez, a alíquota 2, após a adição de NaHCO3 na 
concentração de 0,05%, apresentou resultado positivo, validando, assim, as pesquisas 
de Cassoli et al. (2011) e Paula et al. (2021).

Entretanto, a metodologia também não foi eficaz para detectar a presença fraudulenta 
de bicarbonato de sódio na concentração de 0,05% nas amostras 4, 6 e 8, que foram 
testadas sob condições de acidez inicial de 0,18%, 0,20% e 0,22%, valores que estão no 
limite ou acima do permitido. Isso se deve ao fato de que, após a adição do neutralizante, 
os valores de acidez diminuíram e retornaram aos parâmetros estabelecidos pela IN 76 
(Brasil, 2018).

Nas amostras adulteradas com bicarbonato de sódio na concentração de 0,06%, 
apenas as alíquotas 9 e 10, com acidez de 0,18% e 0,20%, apresentaram resultados 
positivos para a presença de NaHCO3. A amostra 11, com acidez de 0,22%, 
não foi detectada.

Cassoli et al. (2011) testaram a sensibilidade do método de espectroscopia de 
infravermelho com transformada de Fourier em amostras de leite cru adulteradas com 
bicarbonato de sódio nas concentrações de 0,05%, 0,10% e 0,25%, constatando que o LD 
para o bicarbonato de sódio é de 0,05%. Wanderley et al. (2012) também realizaram 
análises com amostras adulteradas e observaram que o LD foi de 0,06%. Além disso, 
essas amostras adulteradas evidenciaram uma redução do ponto de congelamento e 
diminuição da acidez titulável.

Diante dos resultados obtidos, observa-se que a capacidade de detecção do NaHCO3 
é equivalente à do NaOH. Constatou-se que o neutralizante somente é detectado 
no leite em concentrações mais elevadas, devido ao fato de que, quando o nível 
de acidez é aumentado e a concentração da substância alcalina permanece baixa, a 
amostra é neutralizada.

Os resultados das análises demonstram que as fraudes por adição de neutralizantes, 
quando realizadas em concentrações abaixo dos limites de detecção em leite com acidez 
suficiente para promover a neutralização total da amostra, podem não ser identificáveis 
pelos métodos previstos pela legislação. Assim, à medida que a acidez do leite se eleva, 
o LD é alterado para concentrações superiores.

Baseando-se neste estudo, considera-se que, se o leite com acidez inicial acima do 
parâmetro for adulterado com uma concentração inferior ao LD estabelecido, o método 
oficial não será eficaz para detectar tal fraude, resultando na liberação do leite para 
processamento e consumo.

Esse fato reforça a necessidade de pesquisas que avaliem as metodologias oficiais 
de análise e seus limites de detecção, já que esses métodos de detecção não são 
suficientemente precisos, permitindo que diversas fraudes passem despercebidas nas 
análises, levando à comercialização de leite adulterado, o que prejudica financeiramente 
o consumidor e apresenta riscos à saúde.

O principal fator determinante para a eficácia do método oficial de detecção é a 
presença de um excesso de redutores de acidez no leite, ou seja, compostos que não 
tenham reagido completamente com os ácidos presentes e que, portanto, são capazes 
de produzir um resultado positivo ao reagir com os indicadores de acidez utilizados 
nas metodologias. Em casos de acidez elevada, há maior reação com os redutores, o 
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que pode ocasionar um resultado falso-negativo. Ressalta-se que essa alteração na 
acidez geralmente decorre de condições inadequadas de conservação e higiene do leite, 
podendo estar associada à presença de outras fraudes, como resíduos de antibióticos ou 
conservantes químicos, incluindo formaldeído, um composto cancerígeno.

Atualmente, não há uma metodologia prática e de fácil implementação para o uso 
cotidiano nas indústrias de laticínios que seja capaz de detectar redutores de acidez 
em baixas concentrações ou que não seja influenciada pela elevação da acidez. 
Milagres et al. (2012) apresentaram um método analítico para a quantificação de ácido 
láctico no leite por exclusão iônica – HPLC com detecção UV. Esse método mostrou-
se eficaz na determinação da acidez do leite, mesmo em amostras adulteradas com 
neutralizantes, demonstrando ser uma alternativa promissora para a detecção de fraudes. 
No entanto, a técnica não é facilmente aplicável no controle de qualidade diário, pois 
requer equipamentos de alto custo e longo tempo de análise.

O combate a essa fraude deve envolver a combinação de análises laboratoriais 
com um acompanhamento mais próximo dos produtores e/ou distribuidores de leite 
(tanqueiros), visando à detecção de outros contaminantes e à avaliação periódica das 
condições de produção, transporte e armazenamento, de modo que sejam compatíveis 
com os resultados das análises realizadas.

5 Conclusão

A metodologia oficial de análise demonstrou ineficácia na detecção do hidróxido 
de sódio na concentração de 0,02% (p/v) e do bicarbonato de sódio na concentração 
de 0,05% (p/v) nas amostras com acidez inicial elevada a pelo menos 0,18% em ácido 
lático, valores que se encontram no limite ou acima do permitido. Os resultados obtidos 
indicam que a metodologia falha, já que a concentração das substâncias é totalmente 
neutralizada pelos elevados níveis de acidez, evidenciando que, à medida que a acidez 
do leite aumenta, o limite de detecção (LD) também se eleva.

Considerando esses aspectos, a necessidade de pesquisas que validem as metodologias 
tem crescido e se torna indispensável para assegurar que os métodos utilizados sejam 
adequados para identificar ou quantificar substâncias em faixas específicas, reduzindo, 
assim, a comercialização de alimentos fraudulentos. A combinação de diferentes 
metodologias validadas para a avaliação da acidez do leite é de suma importância, 
contribuindo para a correta interpretação dos resultados.

Para trabalhos futuros, sugere-se a avaliação da capacidade da metodologia oficial em 
detectar redutores de acidez sob diferentes condições, como a presença de reconstituidores 
de densidade, a exemplo de cloreto de sódio e citrato de sódio, bem como de substâncias 
conservantes, como o formaldeído, entre outros. Além disso, estudos que utilizem 
técnicas de análise por HPLC podem contribuir para a validação e proposição de novas 
metodologias analíticas.
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