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RESUMO

O objetivo desse trabalho foi realizar a validagéaequipamentos baseados na espectroscopia
de infravermelho por metodologia em Transformadarieo (FTIR) para a avaliacdo do teor de
nitrogénio uréico no leite (NUL) cru. Além da uréiaram analisadas a composicdo e a
contagem de células somaticas (CCS) do leite. Aetitdjidade e reprodutibilidade do
CombiScope™ FTIR, a estabilidade da uréia e a cagga com um método enzimatico
automatizado (CHEMSPEC 150®, Bentley Instrumentarh testados. O equipamento
CombiScope FTIR apresentou boa precisdo e acunaciapetibilidade e na reprodutibilidade
para a medicdo de nitrogénio uréico no leite crlJI)\ assim como para 0S outros
componentes. N&o houve diferenca significativa (p005) entre os resultados dos
equipamentos FTIR e Chemspec. A deteccdo de wté&imm@ada ao leite apresentou diferenca
significativa nos resultados com adicdo de 40mg/dhtesentando uma baixa preciséo,
comparado a metodologia enzimatica. Houve aumentieer de uréia do leite cru a partir de
trés dias de armazenamento a 20°C. A estabilidaddgiins teores dos componentes do leite
cru mantidos sob temperaturas de armazenamentc®@ee £20°C durante os 15 dias de
estocagem néo diferiu significativamente (p > Q,6%)r outro lado, houve aumento da CCS
durante o armazenamento das amostras a 20°C. O@®wvalo pH nas amostras de leite cru
contendo azidiol armazenadas durante 15 dias, dinaim progressivamente a partir do terceiro
dia de armazenamento a 20°C. Portanto, FTIR € utdméconfiavel para ser usado para
analise de uréia no leite cru, com a vantagem ideipilo, eficiente, versatil e de baixo custo.

Palavras chaveleite, validacao, nitrogénio uréico no leite, espescopia no infravermelho,
FTIR
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ABSTRACT

The objective of this study was to perform the dation of equipment based on Fourier
Transform Infrared methodology (FTIR) to evaludte tontent of milk urea nitrogen (MUN) in
Brazil. Repeatability and reproducibility of Combispe™ FTIR, urea stability and comparison
with an enzymatic automated method (Chemspec®18@tl®y Instruments) were tested. The
equipment CombiScope FTIR showed good precision accliracy in repeatability and
reproducibility for the measurement of raw milk aingitrogen (MUN), as well as for the other
components. There was no significant differencer (.05) between the results for MUN by
FTIR and enzymatic method. FTIR detection of ex¢rars urea intentionally added to raw milk
showed a significant difference at addition levled® mg/dl, and a lower accuracy, compared to
the urea analyzer by enzymatic methods. The levkelsrea in raw milk after three days of
storage at 20°C were higher. Raw milk componeiats ffirotein, lactose and solids nonfat) were
stable at temperatures of 4°C and 20°C during J&s ad storage. Moreover, there was an
increase in SCC during storage of the samples &C.2pH values in raw milk samples
decreased after three days of storage at 20°Cefidrer FTIR is a reliable method to be used
for analysis of urea in raw milk, with the advardagf being a fast, efficient, versatile and low
cost technique.

Key words: milk, validation, milk urea nitrogen, infraredesgroscopyFTIR
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1. INTRODUCAO

A demanda nacional por grandes volumes
de leite de boa qualidade faz com que a
pecuaria leiteira seja bastante competitiva.
Assim, € necessario quantificar e conhecer
0s parametros que podem interferir nos
resultados obtidos na andlise da qualidade
do leite, diagnosticando o0s pontos que
devem ser corrigidos, a fim de gerar ganhos
efetivos na atividade.

O setor laticinista tem passado por uma
crescente demanda por produtos lacteos de
alta qualidade, levando a progressiva
adaptacdo deste importante segmento, as
exigéncias do mercado consumidor. Dessa
forma, em véarios paises, ja existe o
pagamento diferenciado para produtores
que fornecam leite com teores mais
elevados de gordura e proteina, além de
outros parametros de qualidade
considerados essenciais. No Brasil, a
remuneracdo extra ao produtor de leite por
teores mais elevados de gordura e proteina
ja ocorre, principalmente a partir dos
critérios de qualidade demandados na
Instrucdo Normativa 51(Brasil, 2002)
Destaca-se também a importancia da
analise de leite individual para
monitoramento da qualidade e identificacdo
de problemas criticos. Dentre outros
enfoques que tém como requisito a andlise
da qualidade do leite estdo o melhoramento
genético, com objetivo de selecdo de
animais que produzam leite com maior teor
de sélidos, manejo nutricional e controle e
prevencdo de mastite (Reisal, 2007).

A Instrucdo Normativa n® 51 determina
novas variaveis de avaliacdo da qualidade
do leite cru refrigerado. De acordo com
essa, analises de composicdo (teores de
gordura, proteina e sOlidos totais),
contagem bacteriana total (CBT), contagem
de células sométicas (CCS) e residuos de

drogas veterinarias de todo leite cru

produzido no pais e processado em
estabelecimentos sob fiscalizacdo federal,
deverdo ser realizadas mensalmente em um
dos laboratérios credenciados  pelo

Ministério da Agricultura, Pecuéria e

Abastecimento MAPA (Brasil, 2002).

O atual nivel de desenvolvimento da

pecuaria leiteira no Brasil demanda a

existéncia de recursos laboratoriais que
proporcionem informacgdes de qualidade em
um tempo adequado para o0 continuo
crescimento do setor. Nesse contexto, vale
destacar a criagdo da Rede Brasileira de
Laboratérios de Controle da Qualidade do
Leite (RBQL). Os laboratérios integrantes

da RBQL contam com equipamentos

eletrdbnicos modernos para andlises rapidas
e precisas (Silveira, 2004).

Dentre as atividades desenvolvidas pela
RBQL podem ser destacadas: servicos
analiticos de controle de qualidade de leite
cru, capacitacdo de transportadores de leite
sobre coleta de amostra, apoio ao MAPA
no desenvolvimento de politicas de controle
de qualidade, geracdo de informacdes sobre
a Qualidade do Leite cru produzido no pais
por meio da elaboracdo de relatorios
gerenciais destinados ao MAPA, as
industrias de laticinios e aos produtores de
leite, suporte técnico a cadeia produtiva do
leite, além do desenvolvimento de trabalhos
cientificos nessa importante area do
conhecimento e da formacdo de méo de
obra altamente qualificada. Hoje a
capacidade instalada da RBQL é de
aproximadamente 1.300.000 amostras/més
para analises de Contagem de Células
Somaticas — CCS e Composicéo do Leite e
de 554.000 amostra/més para andlise de
Contagem Bacteriana Total - CBT,
guantitativo este capaz de suprir as
necessidades analiticas atuais do pais
(Neves, 2010)
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O processo de monitoracdo continua é um
requisito fundamental da inddstria moderna
de alimentos e tem se tornado cada vez
mais de suma importancia. Recentemente,
uma série de métodos instrumentais rapidos
e precisos foram gradualmente
introduzidos, pois possuem  muitas
vantagens comparadas a técnicas mais
antigas Jankovskéatal., 2003)

Para a analise de leite, os métodos baseados
na turbidez e corante de ligacdo para a
determinacdo de gordura e proteina,
respectivamente, tém sido utilizados héa
mais tempo, mas a técnica que
revolucionou de fato os laboratorios de
analise de leite fluido foi a espectroscopia
de infravermelho médio, também chamada
de MIR (mid infra-red), que apresenta
grandes vantagens em relacdo as técnicas
anteriores, como a determinacao simultanea
de proteina, gordura e lactose em uma Unica
amostra sem tratamento prévio, rapidez
analitica e possibilidade de automatizacéo
total do processdRodriguez-Oteret al,
1997)

No Brasil, esses sistemas automatizados
ainda séo restritos a centros de pesquisa, a
RBQL e a grandes laticinios,
principalmente em virtude de seu elevado
custo. Entretanto, a tendéncia cada vez
maior de o preco do leite ser determinado
por sua qualidade, bem como a automagéao
progressiva das industrias, com certeza, tais
equipamentos substituirdo brevemente os
métodos tradicionais (Tronco, 1997).

Uma ferramenta para monitorar o estado
nutricional protéico de vacas leiteiras é
necessaria e benéfica para reduzir as perdas
e maximizar a eficiéncia de utilizacdo de
nitrogénio. A ingestdo de proteina é dificil
de se medir, na prética, principalmente por
causa das imprecisbes na previsdo de
consumo de racdo. Um parametro que €
potencialmente util € a concentragdo de
uréia no sangue ou no leite. As fontes de
uréia no leite sdo principalmente trés: o

produto final da proteina, a digestdo de
nitrogénio ndo protéico e o catabolismo de
aminoacidos na glandula mamaria. Os
resultados das medidas de nitrogénio uréico
no leite (NUL) e nitrogénio uréico no
sangue podem fornecer informacgdes
valiosas sobre o estado nutricional e a
saude de vacas. O uso de NUL como
indicador de fertilidade em vacas leiteiras
tem recebido muita atencdo (Rey al,
2010).

A analise de uréia vem sendo utilizada para
avaliacdo nutricional de  rebanhos,
estabelecendo a qualidade da proteina
ingerida, assim como para diferenciar o
nitrogénio de origem protéica e o nitrogénio
nao protéico (NNP). Porém, métodos
analiticos de bancada ou mesmo, oS
equipamentos que analisam por meio de
metodologia enzimatica tem como pontos
negativos a demora na analise, assim como
o0 alto custo de aquisicao de um instrumento
para uma Unica analise especifica. No caso
da andlise da uréia, também denominada de
Milk Urea Nitrogen (MUN), o uso de
equipamentos eletrénicos baseados na
espectroscopia de infravermelho, através da
metodologia FTIR (Fourier Transform
Infrared) mostra-se como uma alternativa
interessante. Tal metodologia apresenta
grandes vantagens em relagdo as
metodologias de referéncia: rapidez e
precisdo, necessidade de pouca mao-de-
obra, pouca ou nenhuma preparacido da
amostra para andlise, assim como o baixo
custo relativo devido a multiplicidade de
analises em um U(nico equipamento,
tornando desnecessaria a aquisicdo de
varios equipamentos para analises distintas.

2. REVISAO DE LITERATURA
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2.1EMPREGO DA ESPECTROSCOPIA
NA DETERMINACAO ANALITICA

2.1.1 Principio e Histérico

A espectroscopia compreende o estudo da
interacdo da radiacdo eletromagnética com
a matéria, cujo principal objetivo € a
determinacdo dos niveis de energia e
transicbes de espécies atdbmicas e
moleculares. A energia de certo estado
corresponde ao movimento dos elétrons em
torno do ndcleo. Assim 0s varios estagios
sdo chamados de estados eletronicos. Neste
caso, as transicdes eletrbnicas estdo
associadas a mudancas de orbital atdmico,
spin eletrdnico e momento angular total. Ja
para as moléculas, onde existem as ligacfes
quimicas, as transicdes eletrbnicas
envolvem mudanca de energia dos elétrons
de valéncia, ou seja, variagbes nas
populacbes eletrbnicas de  orbitais
moleculares. Em raz&o da existéncia das
ligagbes quimicas, as moléculas também
possuem energia vibracional e rotacional
(Skoog e Leary, 1992). Geralmente as
transicbes vibracionais estdo relacionadas
com a regido do Infravermelho (Sala,
1996).

William Herschel, um astronomo,

descobriu a radiacdo infravermelha em
1800. Sabendo que a luz solar continha
todas as cores do espectro e que era
também uma fonte de calor, Herschel

queria descobrir qual, ou quais, eram as
cores responsaveis pelo aquecimento dos
objetos. Idealizou um  experimento

utilizando um prisma e termdmetros com

bulbos pretos onde mediu as temperaturas
de diferentes cores. Ele observou um
aumento de temperatura a medida que
movia o termémetro da cor violeta para o

vermelho no espectro criado pela luz do sol
atravessando o prisma. Descobriu que a
temperatura mais quente ocorria além da
luz vermelha. A radiacdo que causou esse

aguecimento ndo era visivel e foi
denominado por Herschel como radiacéo
invisivel de infravermelho (Bigg®t al,
1987; Silveira, 2002).

Uma das primeiras aplicagcbes da
espectroscopia no infravermelho, como
ferramenta analitica, foi durante o periodo
da Segunda Guerra Mundial, época em que
ja se sabia que 0s espectros armazenavam
uma gama de informacBes sobre a amostra
e apresentavam um elevado potencial para
serem empregados nos mais diversos tipos
de analises quimicas e/ou fisicas. Porém era
praticamente impossivel extrair
informacGes quantitativas ou reforcar
hipéteses sobre a estrutura quimica das
espécies (Costa Filho e Poppi, 2002).

Nos meados dos anos 80, com o

desenvolvimento da microeletronica e

popularizacdo dos microcomputadores,

houve um significativo avango nas analises

instrumentais possibilitando a aquisicdo de

um grande numero de dados de uma mesma
amostra. Entretanto, a modelagem desses
dados tornou-se mais complexa e s6 foi

solucionada com a aplicacdo de técnicas
quimiométricas, as quais contribuiram para

a utilizacdo da espectroscopia como

ferramenta de analise em aplicacbes
qualitativas e quantitativas na quimica

analitica (Costa Filho e Poppi, 2002).

A regido do infravermelho médio e as
técnicas de refletAncia para andlises em
alimentos vém sendo amplamente utilizadas
desde o inicio dos anos noventa. Nesta
década, inumeros estudos revelaram as
aplicacbes da espectroscopia ha analise de
leite, carne, Oéleos, gorduras e frutas,
avaliando aspectos quantitativos e
gualitativos, bem como, para obteng&do de
certificacdo da qualidade. J4 a utilizacdo da
espectroscopia no infravermelho préximo é
consagrada desde o inicio da década de
sessenta, quando um método foi proposto
para determinar umidade em sementes
(Ferréoet al, 2004).

14



Como técnica de andlise quantitativa para o
controle de alimentos e produtos

industrializados, a espectroscopia no
infravermelho apresentou crescimento apés
0 advento da Transformada Fourier e a
utilizacdo do interferdbmetro de Michelson,

0 que tornou o0 meétodo mais répido e
robusto (Salib&t al.,2003).

H4, portanto, um vasto nuamero de
aplicacbes utilizando as técnicas de
espectroscopia no infravermelho em
conjunto com métodos de calibragcédo
multivariada, com diversos propésitos. Este
acentuado crescimento e o aperfeicoamento
nos ultimos anos revelam o continuo
interesse por métodos analiticos rapidos,
ndo destrutivos e ndo invasivos e que ndo
gerem subprodutos quimicos téxicos.

2.1.2 Andlise do leite por equipamento de
infravermelho

A energia denominada infravermelho
corresponde a regido do espectro
eletromagnético situada na faixa de
nimeros de onda entre 14.290 e 200".cm
A regido que apresenta numero de ondas
entre 4000 — 400 c¢ié a mais comumente
utilizada pela quimica organica, sendo
denominada infravermelho médio. A regido
chamada infravermelho préximo, 14.290 a
4000 cm', tem recebido, recentemente,
muita atencdo, em particular com relagéo as
andlises quantitativas de amostras com
matrizes complexas (Barbosa, 2007).

A espectroscopia no infravermelho
determina grupos funcionais de uma
amostra, sendo que cada grupo absorve em
frequéncia caracteristica. Essas frequéncias
apresentam vibracdes especificas, que
podem ser de estiramento ou de
deformacao, as quais correspondem a niveis
de energia da molécula (Silverstash al.,
1994).

Os espectros no infravermelho podem ser
obtidos a partir de amostras solidas,
liguidas e gasosas. A qualidade desses
espectros depende do método de preparo da
amostra e do tipo de acessério utilizado
para sua obtencdo. Os métodos mais
empregados envolvem transmitancia e
refletancia, sendo este Udltimo muito
utilizado para andlises qualitativas e
guantitativas. O meétodo por refletancia
pode apresentar acessorios para obtencao de
espectros por Refletancia Total Atenuada
(ATR), Refletancia Especular e Refletancia
Difusa (Skooget al, 2002).

A regido do infravermelho € dividida em
trés areas conforme apresentado no Quadro
1. A espectroscopia de infravermelho
proximo e médio € amplamente utilizada
para a analise de componentes do leite,
como umidade, proteina, gordura, acucares,
entre outros (Rodriguez-Saoeiaal.,2006).
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Quadro 1- Divisdes da regido do infravermelho

Intervalo de nimero de onda

Regido em comprimento de

Regido de freqiiéncia

Regido (V) - (cmh) onda ¢) — (nm) (V) - (H2)
Préximo (NIR) 12800 — 4000 780 — 2500 3,8x10*a 1,2 x 16
Médio (MIR) 4000 — 200 2500 — 5000 1,2x16%a 6,0 x 1&
Distante (FIR) 200 - 10 5000 - 100000 3,8x16°a3,0x 16"

Fonte: Williams, 1987.

A andlise espectroscopica explora a
interacdo da radiacdo eletromagnética com
0s atomos e as moléculas para fornecer
informacbes guimicas gualitativas,
guantitativas e fisicas (estruturais) através
da analise do comprimento de onda ou da
frequéncia do espectro de energia que é
absorvido ou emitido (O'Sullivanet
al.,1999). O principio fundamental de todos
os analisadores de infravermelho é baseado
na capacidade de absorcao de radiacdo, em
diferentes comprimentos de ondas, dos
grupos quimicos especificos de alguns
componentes do leite como gordura,
proteina e lactose (Biggst al, 1987). Os
grupos carbonila (C=0) das ligagBes éster
dos triglicerideos absorvem radiacdo no
comprimento de onda de 5,48, os grupos
amida (CONH) das ligacdes peptidicas das
proteinas em 6,46 e 0s grupos hidroxila
(OH) da lactose em 9,h8 (IDF, 1991). A
guantidade de sodlidos totais presente em
uma amostra pode ser determinada pelo
somatério do conteido dos componentes:
gordura, proteina e lactose, acrescidos de
uma constante de minerais, ou pela
absorcdo de radiacdo em um comprimento
de onda de 4;8n dos grupos hidroxila das
moléculas de &agua (Bigget al, 1987,
Silveira, 2002).

Os métodos de infravermelho sdo métodos
indiretos, porque ndo medem diretamente o
componente alvo, mas sim uma das

propriedades funcionais. Estes métodos
requerem normalizagdo a partir de um
método de referéncia para converter o sinal
instrumental em  concentracdo  de
componente (O'Sullivaet al.1999).

A analise da composi¢do centesimal dos
constituintes de leite cru refrigerado
realizada nos laboratorios oficiais da Rede
Brasileira de Laboratorios de Controle de
Qualidade do Leite (RBQL) é efetuada em
equipamentos eletrbnicos com grande
capacidade de andlise, das marcas, Bentley
(Bentley  Instruments  Incorporated®,
Chaska, Estados Unidos da América), Foss
(Foss North America, Brampton,
Ontarig e Delta Instruments (Delta
Instruments an Advanced Instruments
Company, Drachten, Holanda). Os
equipamentos desses fabricantes realizam a
andlise por absor¢cdo infravermelha com
modelos baseados em filtros, sendo os mais
recentes baseados em tecnologia de
Infravermelho em Transformada Fourier-
FTIR.

Nos equipamentos a base de analise no
infravermelho, a amostra de leite apds ser
aquecida a 40°C, é homogeneizada com a
finalidade de reduzir o didmetro dos
glébulos de gordura. Em seguida, ela
recebe irradiacdo pelo feixe de luz
infravermelha em uma cubeta. A diferenca
de energia absorvida entre a amostra a ser
analisada e a amostra de referéncia é
captada por um detector de infravermelho,
guantificada e transformada
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automaticamente em teores de
componentes, tendo como referéncia curvas
de calibracdo previamente elaboradas no
equipamento (Bentley Instruments INC.,
1997; Fonseca, 2005). No equipamento
com deteccgéo feita por meio de espectros
selecionados por filtros ocorre a
mensuracdo da absorcdo de energia, em
quatro comprimentos de onda selecionados
por quatro filtros, os quais passam por um
feixe de raio laser durante cada ciclo de
analise. Os componentes do leite s&o
determinados em trés destes comprimentos
de onda: 5,78n para a gordura, 6,46
para a proteina e 9,3 para a lactose
(Bentley Instruments INC.,1995 a 1998;
IDF, 2000).

2.1.3 Reflexdo no
metodologia FTIR

infravermelho por

O avanco da espectroscopia no
infravermelho médio, como técnica para
analise quantitativa, deve-se principalmente
a combinacao da transformada de Fourier e
da nova geometria dos espectrofotbmetros
com a utilizacdo do interferbmetro de

Michelson, tornando-os mais réapidos
(Durig e Sullivan, 1990; Eikrem, 1990;

Kalasinsky, 1990; Coates, 1998). Um
esquema ilustrativo para o interferbmetro
de Michelson do espectrofotbmetro FTIR
pode ser Vvisualizado na Figurdl.

Espelho
fixo

Divisor de feixe
Beam-spilitter”

Espelho
mével

-
Detector I

Amostra

(i

Interferograma Espectro

Figura 1. Esquema ilustrativo para o
interferdbmetro de Michelson e do espectro
resultante da aplicacdo da transformada de
Fourier.

Fonte: Websteet al. (2000)

O interferdbmetro de Michelson consiste
basicamente de dois espelhos (um fixo e
um movel) e um divisor de feixdodam-
splitter) que transmite 50% da radiacéo
incidente da fonte para o espelho movel e
reflete os outros 50% para o espelho fixo.
Os espelhos, por sua vez, refletem os dois
feixes para o divisor, onde se recombinam.
Se o0s dois espelhos encontram-se
equidistantes do divisor, as amplitudes
combinam-se construtivamente. Se o0
espelho move-se a uma distancia\tfedo
divisor, as amplitudes combinam-se
destrutivamente. Para a radiacdo no infra-
vermelho (policromética), a soma de todas
as interacfes construtivas e destrutivas para
cada componente resulta num sinal
complexo denominado interferograma.
Apdés a aquisicdo do interferograma, é
aplicada a Transformada de Fourier que
converte os dados obtidos no interferdmetro
em um espectro que relaciona a intensidade
versus frequéncia (nUmero de onda)
segundo Morganoet al, 2005, como
ilustrado na figura 2.
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Nimero de onda (cm™)

Figura 2. Espectros das amostras de leite
obtidos por FTIR.

Fonte: Morgano et al.(2005), adaptado de
Coates (1998)

Como uma “impressdo digital”, cada
molécula tem espectro caracteristico na
regido do infravermelho, tornando o
método viavel para identificar diferentes
tipos de amostras (analise qualitativa). Os
picos presentes no grafico do espectro
correspondem as frequéncias de vibracdes
entre 0s atomos que compdem cada
amostra. A altura desses picos corresponde
a quantidade de determinada amostra
(andlise quantitativa) (Morgancet al,
2005).

O espectrofotbmetro com transformada de
Fourier expde a amostra a um unico pulso
de radiacdo e de medidas de resposta. O
sinal resultante, chamado de inducéo
bifasica € uma medida direta da coeréncia
temporal da luz e contém uma rapida
decadéncia composta de todas as possiveis
frequéncias. Como o sinal medido no
interferémetro ndo pode ser interpretado, é
necessaria a técnica matematica chamada
de Transformacdo de Fourier. Esta
transformacéao é realizada pelo computador
(algoritmos de software), apresentando ao
usuario as informagfes desejadas para a
andlise espectral (Morgaet al, 2005).

2.1.4 A natureza multivariada dos dados

Os métodos de analise multivariada séo
assim chamados, pois, no caso em que se
empregam técnicas espectroscopicas no
infravermelho, é possivel manipular dados
de absorbéancia espectral associados a mais
de uma frequéncia ao mesmo tempo. Estes
métodos tém tornado possivel modelar
propriedades quimicas e fisicas de amostras
a partir de seus dados espectroscopicos
(Williams et al., 1987).

As analises qualitativas e quantitativas
utilizando espectroscopia na regido do
infravermelho expandiram-se a partir do
momento em que os dados gerados por um
espectrofotbmetro  FTIR puderam ser
digitalizados, habilitando os métodos
estatisticos na resolucdo de problemas de
analise quimica. Inicialmente, muitas
amostras ndo comportavam o isolamento de
uma banda para analise, o que tornava
necessario o uso de métodos de separacao
guimica tal como a cromatografia. Porém, a
possibilidade de utilizar véarias frequéncias
do espectro tem aumentado o tipo de
amostras que podem ser quantificadas por
espectroscopia no infravermelho (Helér

al., 2006).

Nos métodos classicos de analise
univariavel, somente a absorbancia de uma
frequéncia é associada a concentracao,
enquanto que métodos que usam
simultaneamente duas ou mais frequéncias
sao conhecidos como métodos
multivariaveis. A precisdo dos métodos
univaridveis é dependente da capacidade

para identificar uma Unica banda isolada

para cada componente. Os métodos
multivariaveis, entretanto, podem ser
utilizados igualmente quando estdo
sobrepostas informacgbes espectrais de

varios componentes através de varias
regides espectrais selecionadas (Biggs
al., 1987).
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2.1.5 Aplicacdes de FTIR na analise de
leite e derivados lacteos

Os principais componentes do leite séo
sélidos totais, gordura, proteina, caseina,
nitrogénio uréico, lactose, e células

somaticas e a sua determinag&o por meio de
meétodos  convencionais €&  bastante
demorada e trabalhosa. Por isso, varios
trabalhos vem sendo realizados para
comparacdo da  espectroscopia de
infravermelho com as metodologias de

referéncia, para evidenciar a aplicabilidade
desta tecnologia como uma alternativa mais
rapida para a analise de leite cru.

Os valores dos indicadores de desempenho
de repetibilidade e acuracia dos analisa-
dores de componentes do leite por EIVM,
definidos pela AOAC (Bradley Jr., 2000)
na descricdo do método 972.16 e pela
Federacéao Internacional de Laticinios (FIL)
por meio da norma IDF Standard 141C:
2000 (IDF, 2000), sao os demonstrados na
Tabela 1.

Os principais componentes do leite foram

determinados por espectroscopia de
infravermelho préximo por Jankovska e

Sustova (2003) para avaliacdo da eficiéncia
da aplicacdo deste método na andlise de
leite cru. Cinquenta amostras de leite para
calibragdo foram analisadas por métodos de
referéncia e pela espectroscopia FT NIR em
modo de reflectancia. Cada amostra foi
analisada trés vezes e o espectro médio foi
utilizado para calibragdo. A regressao de
minimos quadrados parciais (PLS) foi

utilizada para desenvolver modelos de
calibracdo para os componentes de leite
examinados. Foram determinados o0s
maiores coeficientes de correlagcdo de
solidos totais (0,928), gordura (0,961),

proteina (0,985), caseina (0,932), uréia
(0,906), lactose (0,931) e de células

soméaticas (0,872). Os resultados deste
estudo indicaram que a espectroscopia NIR
€ aplicavel para uma rpida andlise da
composicao do leite.

Tabela 1- Parametros de avaliacdo do desempenhegdgsamentos de andlise de componentes do leite
por EIVM em leite, quanto a repetibilidade e aci@asegundo a AOAC (Bradley Jr., 2000) e FIL (IDF,

2000).
AOAC IDF
Parametros Gordura Proteina Lactose STOHdpS Tog 0S 05
otais parametros

Desvio-padrao da diferenca entre <0,02% <0,02% <0,02% <0,04% <0,02%*
duplicatas
Diferenca absoluta entre duplicatas *—* o e e <0,06%
Média das diferencas absolutas entre <0,02% <0,02% <0,02% <0,03% * %
duplicatas
Desviopadrao da diferenca entre os <0,06% <0,06% <0,06% <0,12% <0,07%
métodos de referéncia (Kjedahl) e EIVM
Média das diferencas absolutas entre o0s <0,05% <0,05% <0,05% <0,09% *—*
métodos de referéncia (Kjeldahl) e
EIVM
Média das diferencas entre os métodos * % * ¥ * =% * =% <0,14Vn

de referéncia (Kjeldahl) e EIVM (nao
absolutas)

* Corresponde & 0,04% em 95% dos casos.
Fonte: Bradley Jr. (2000) e IDF (2000).
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Silveira et al. (2005) compararam o0s
resultados de andlises feitas por meio de
metodologias de referéncia e analisadores
de infravermelho e verificaram que nao
existia diferenca entre os resultados das
determinagfes de gordura, proteina, lactose
e solidos totais do leite bovino obtidos por
métodos de referéncia ou por analisadores
de infravermelho, o que comprovou que
tais analisadores sdo capazes de fornecer
resultados com precisao.

Os acidos graxosrans no leite de vaca
foram quantificados por Ulberth e
Henninger (1994) por meio de FTIR. Estes
acidos graxos sao formados durante a
biohidrogenacdo, que ocorre no estdbmago
de animais ruminantes, e fazem parte da
gordura total do leite. Os achados pelo
meétodo usando infravermelho foram
posteriormente confirmados pela aplicacdo
de cromatografia gasosa no mesmo
conjunto de amostras de leite.

Hewavitharana e Brakeket al. (1997)
avaliaram o método de espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) que foi desenvolvido para a
medicao rapida e direta de caseina no leite
cru. O método foi validado contra o método
de referéncia (Kjeldahl), e os resultados
foram satisfatorios, sendo a diferenga média
entre o método de referéncia de 0,041% de
caseina. Andlises quimiométricas, como a
analise de regressdo de minimos quadrados
parciais (PLS) e a regressdo de
componentes principais (PCR) foram
utilizados no processamento de dados. Esta
€ uma melhoria definitiva, tanto quanto a
rapidez e simplicidade, em relacdo aos
instrumentos de filtro onde a caseina é
medida pela diferenca no teor de proteina
antes e apdés a sua precipitacao.

A presenca de acetona no leite foi analisada
por Hansen (1999), que concluiu que ela
pode ser determinada pela espectroscopia
de FTIR associada a calibracdo

multivariada. Como a presenca de acetona

em leite bovino funciona como um
indicador para cetose, esse método poderia
ser utilizado para identificacdo de animais
gue apresentam esse distlrbio metabdlico.
Porém, o autor adverte que esse método
pode ser usado apenas como triagem. A
confirmacdo dos resultados deve ser feita
por outros métodos que, apesar de mais
lentos, possuem maior acuracia.

Gonzalezet al (2004) avaliaram os efeitos
dos meses do ano sobre a composicdo e
producdo do leiteem Pelotas, RSFoi
feito um acompanhamento de dez unidades
produtoras de leite, divididas em trés
sistemas de producado classificados como
especializado (ES), semi-especializado (SE)
e ndo-especializado (NE), durante 11 meses
do ano. Foram coletadas amostras de leite
diretamente dos tanques refrigeradores para
determinagdo das caracteristicas fisico-
guimicas e contagem de células somaticas
(CCS). O leite produzido nos diversos
meses do ano diferiu, principalmente,
guanto a contagem de células sométicas,
fracéo protéica, extrato seco
desengordurado e acidez. O teor de lactose
foi determinado por espectroscopia por
radiacdo infravermelha no equipamento
Bentley 2000® Bentley Instruments
Inc., USA e houve diferenca sazonal nas
porcentagens de lactose, observando-se os
menores valores nos meses de marco, abril
e maio. Marco e abril foram os meses de
menor producdo de leite e maio, um dos
meses com maior porcentagem de mastite.
Observou-se, durante este experimento,
correlacdo positiva entre producao de leite e
lactose (r = 0,59; P = 0,0001) e negativa
entre mastite (r = -0,412; P = 0,0001) e
CCS (r=-0,653; P = 0,0001).

O estudo de De Marchet al. (2009a)
investigou a aplicacdo da espectroscopia de
infravermelho médio para a predicdo da
composi¢cdo de proteinas em amostras de
leite individuais (n = 1.336) de vacas da
raca Simental. A cromatografia liquida de
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alto desempenho (HPLC) permitiu a
guantificacdo da composicdo de proteinas
do leite como relatado por Bonfatt al.
(2008) caracterizada com boas separacgoes,
alta resolucéo e precisao na
reprodutibilidade dos resultados. No
entanto, essa técnica exige equipamentos
sofisticados de analise, operadores
gualificados, além de ser demorada. A
espectroscopia de infravermelho médio de
reflectancia (MIR) pode ser uma ténica
alternativa para a avaliacdo da composicao
das proteinas, se a precisdo das medidas for
satisfatéria. A espectroscopia MIR &
amplamente utilizada na rotina de testes de
gualidade de leite. Sua relevancia para a
pesquisa aumentou durante a Ultima década
e tem sido aplicada para a medi¢do do teor
de proteinas do leite, composi¢cdo do leite
(Lynch et al, 2006) e propriedades de
coagulacéo do leite (Dal Zotttd al, 2008;

De Marchiet al, 2009b). Os resultados do
trabalho evidenciaram que a espectroscopia
de infravermelho médio e os métodos de
analise de dados multivariada sé&o
aplicaveis para predizer a composi¢ao
protéica e a execucao desses modelos pode
ser uma ferramenta para o melhoramento
futuro na composi¢cdo protéica do leite
bovino.

Apesar de todo o trabalho realizado no

estudo do leite cru, ha pouca informacao

sobre a adequacdo da analise de
espectroscopia em leites comerciais. Estas
amostras sdo submetidas a processos
diferentes, como a homogeneizacdao,

pasteurizacéo, desnate, ou seu
enriquecimento com vitaminas ou célcio e,

em alguns casos, a substituicdo de um ou
varios componentes como agucares ou
gorduras, que os tornam diferentes do leite
cru.

Este foi 0 objetivo do trabalho de Ifiénhal.
(2004) que avaliaram o potencial de
calibracdo multivariada, aplicada a
exploracdo dos dados do IR encontrados a
partir de reflectancia total atenuada (ATR)

das amostras de leite cru, a fim de estimar o
conteldo dos principais componentes nao
aguosos em  amostras  disponiveis
comercialmente. Diferentes aspectos da
previsdo de cinco parametros principais do
leite  (proteina total, gordura total,
carboidratos totais, calorias e calcio) por
espectroscopia de ATR-FTIR foram
discutidos. Os pesquisadores concluiram
gue o uso de ATR, em vez de
espectroscopia de transmissdo, tem a
vantagem de ser menos afetada pela
presenca de agua, assim como pelo fato das
técnicas PLS (regressdo de minimos
quadrados  parciais) 1 e PLS-2
interpretarem comparativamente em termos
de erros de previsdo, é possivel construir
um modelo Unico para todos os parametros.
Este fato pode facilitar a implementagéo
deste procedimento quimiométrico
rotineiramente para andlise de amostras
comerciais de leite.

Paradkar e Irudayaraj (2002) utilizaram a
espectroscopia de FTIR associada as
técnicas PLS e PCR (regressdo de
componentes principais) para a

determinacdo de colesterol em leite fluido,
leite em po, iogurte, queijo e manteiga. O
espectro do colesterol puro foi determinado
e a regido do infravermelho entre 2800 e
3200cnt foi usada para a quantificacéo

dessa substancia. Os autores verificaram
gue a espectroscopia por FTIR tem o
potencial de estimar o contetdo de
colesterol nesses produtos.

2.1.6 Vantagens do método FTIR

De acordo com Eikreret al (1990), as
vantagens do método FTIR sdo:

» Vantagem de Jacquinot: a abertura
denominada de Jacquinot é
localizada na entrada do
interferdbmetro e limita o feixe até
um maximo aceitavel para a
resolucéo escolhida.
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« Vantagem de Connes: a escala de
frequéncia de um interferémetro é
devida ao laser de hélio-nednio,
que age como referéncia interna em
cada deslocamento. A frequéncia
desse laser €& conhecida com
exatiddo, é muito precisa e de
estabilidade muito boa em longo
prazo. Por isso, ele se torna
também um padrdo interno de
calibracdo do comprimento de
onda.

» Eliminacdo da luz espduria (luz que
chega ao detector, mas nao foi
absorvida pela amostra): o
interferdmetro modula cada
frequéncia do infravermelho, assim,
ndo ha luz espuria. Como resultado,
a relacdo linear entre absorbancia
medida e concentracdo € valida
mesmo para bandas que absorvem
fortemente, o que vem a ser grande
vantagem na preparacao da amostra
para andlise quantitativa.

* Espectro sem bandas de emisséo: A
amostra € usualmente disposta
depois do interferdbmetro e antes do
detector. Assim, a radiacdo de
frequéncias de infravermelho
emitida pela amostra ndo é
modulada e, portanto, ndo ¢é
detectada, ndo havendo bandas de
emissado no espectro para dificultar
sua interpretacgao.

* Resolucéo constante: para todos os
comprimentos de onda a resolugéo
€ a mesma.

e Continuidade no espectro: por nao
existir mudancas de redes ou
filtros, nao acontecem
descontinuidades no espectro.

A determinacdo dos principais constituintes
do leite é importante na industria de
laticinios, para a elaboracdo do pagamento
por qualidade do leite, na informacéo dos
consumidores e no controle de qualidade.
Os métodos tradicionais para a

determinacdo da qualidade do leite e seus
principais componentes séo lentos e caros.

2.2 COMPOSICAO DO LEITE

A composicado média do leite é de 87,4% de
agua; 3,9 g de gordura; 3,2 g de proteina;
4,69 de lactose e 0,9 g de minerais e outros
sélidos por 100 g de leite (Harding, 1995).
A Instrucdo Normativa n° 51 (Brasil, 2002)
estabelece que o leite cru refrigerado deve
conter no minimo 2,9% de proteina, 3,0%
de gordura e 8,4 % de extrato seco
desengordurado (ESD).

O leite é uma combinacdo de diversas
substancias, dentre elas lipidios,
carboidratos, proteinas, sais minerais e
vitaminas em agua. A distribuicdo e

interacbes  destas  substancias  sdo
determinantes para a estrutura,
propriedades funcionais e para o0

processamento do leite. As micelas de
caseina e os glébulos de gordura sé&o
responsaveis pela maior parte das
caracteristicas fisicas (estrutura e cor)
encontradas nos produtos lacteos (Beto
al., 2009).

A proteina verdadeira corresponde a todos
0s compostos nitrogenados do leite, exceto
a fracdo nado protéica. A wuréia, ou

nitrogénio uréico protéico é considerado

um componente nao protéico do leite. O
nitrogénio nao protéico representa entre 5 e
6% do total de nitrogénio do leite, enquanto
qgue o0 nitrogénio protéico representa 95%
desse total. Ele é composto de 30-50% de
nitrogénio uréico, sendo o restante formado
principalmente, pela creatinina, acido urico,

aminoacidos e amobnia (Broderick e

Clayton, 1997; Roseleat al,1993).

A nomenclatura sélidos totais (ST) ou
extrato seco total (EST) engloba todos os
componentes do leite com excecéo da agua.
Por sdlidos ndo gordurosos (SNG) ou
extrato seco desengordurado (ESD)
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compreendem-se todos os componentes do
leite, menos a agua e a gordura (Behmer,
1985).

Os componentes do leite permanecem em
equilibrio, de modo que a relagéo entre eles
€ muito estavel. O conhecimento dessa
estabilidade é a base para os testes que séo
realizados com o objetivo de apontar a
ocorréncia de problemas que alteram a
composicao do leite (Behmer, 1985). Uma
reducdo substancial da concentracdo de
lactose ou dos sélidos totais poderia, por
exemplo, levar a suspeita de adicdo
fraudulenta de agua, ao leite. Nesse caso,
ocorrem alteracBes das propriedades fisicas
do leite, provavelmente detectaveis em
laboratério (Britoet al, 2009).

Outros fatores que podem interferir na
composicao do leite sdo: raca das vacas,
alimentacdo (plano de nutricdo e forma
fisica da racdo), temperatura ambiente,
manejo e intervalo entre as ordenhas,
producdo de leite e infecgcdo da glandula
mamaria.

A determinacao da composicdo centesimal
do leite é fundamental para as industrias de
laticinios por ser fator preponderante para o
rendimento industrial de queijos, manteiga,
leite em po, creme de leite, requeijdo e
outros produtos (Leite, 2006).

O pagamento do leite segundo a sua
composicdo é uma forma de transmitir
claramente a cadeia produtiva as
necessidades e variacbes do mercado,
orientando a sua producédo (Ribas, 2000).
Em relacdo a composicéo, o teor de gordura
ainda é o parametro mais aplicado nos
sistemas de pagamento pela qualidade,
seguido por exigéncias em relacdo ao teor

de proteina (Fonseca, 2001).

2.3 CELULAS SOMATICAS NO
LEITE

As células somaticas (CS) sdo compostas
principalmente de glébulos brancos do
sangue. A porcentagem dos diferentes tipos
de células somaticas do leite, oriundos de
glandulas sadias sdo: macréfagos (60%),
linfécitos (25%) e neutrofilos ou leucécitos
neutréfilos  polimorfonucleares  (15%).
Aproximadamente 99% de todas as células
do leite provenientes de um quarto
infectado serdo de gloébulos brancos do
sangue, enquanto o 1% remanescente sera
de células epiteliais secretoras que se
originam dos tecidos mamarios. Juntos
esses dois tipos de células formam a CCS
do leite (Philpot e Nickerson, 2002).

A Contagem de células somaticas (CCS) é
a medida mais usada para o monitoramento
do estado inflamatério das glandulas
mamarias e pode ser mensurada no leite
proveniente de quartos individuais, vacas
individuais, todo o rebanho ou um grupo de
rebanhos. As células sométicas possuem
um duplo propésito no Ubere: combater os
micro-organismos infecciosos por meio do
processo de fagocitose, no qual o micro-
organismo é envolvido e destruido e assistir
na reparacao dos tecidos secretores de leite,
danificados pela infeccdo ou leséo (Philpot
e Nickerson, 2002).

A mastite, ou estado inflamatério das
glandulas maméarias determina mudancas
nas concentracdes dos principais
componentes do leite (proteina, gordura,
lactose e minerais). As concentragbes de
muitas enzimas, ou mesmo a sua atividade
enzimatica no leite  encontram-se
aumentadas durante a mastite (Kitchen,
1981). Além das enzimas de origem nas
células somaticas, outras enzimas que tém
origem no sangue e que passam através das
juncbes entre as células epiteliais entram
em contato com o leite (Fox e Morrissey,
1981; Andrewst al, 1991). As enzimas de
maior importadncia para a industria de
laticinios sdo aquelas com atividades
proteoliticas, uma vez que o aumento da
protedlise no leite e derivados apresenta
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impacto negativo sobre a sua qualidade
(Andreattaet al., 2006). As alteracbes nas
fracbes de proteinas do leite causadas pela
mastite apresentam importantes
implicacbes sobre o potencial do leite como
matéria-prima para a fabricagdo de
derivados, em especial de queijo, pois o
rendimento industrial do leite esta
associado principalmente a fracdo de
caseina (Auldist e Hublle, 1998; M4 al.,
2000; Andreattat al.,2006).

O aumento das células sométicas no leite
afeta negativamente a sua composicado e o
tempo de prateleira dos derivados lacteos,
causando enormes  prejuizos  para
produtores e para a industria de laticinios.
A elevada quantidade de células somaticas
do leite resulta em diminuicdo da vida de
prateleira do leite pasteurizado, afetando
negativamente a sua qualidade sensorial
(Santoset al., 2003a; Santost al, 2003b).

Isto ocorre pela acdo das lipases sobre os
triacilglicerideos, resultando no
aparecimento de defeitos sensoriais como o
ranco, assim como pela acdo de proteases,
que causam protedlise da caseina (Saitos
al., 2006).

2.4 CONTAGEM BACTERIANA NO
LEITE

H& varios métodos para avaliacdo da
microbiota do leite na plataforma. Um dos
métodos mais tradicionalmente empregado
€ o da Contagem Bacteriana Total (CBT)
ou Contagem Global, que, como o préprio
nome sugere, é a contagem do ndamero de
colénias bacterianas presentes numa
amostra de leite — previamente incubada a
32°C durante 48 horas. A CBT dependera
da microbiota inicial do leite, bem como da
taxa de  multiplicacdo  microbiana.
Geralmente alta CBT ndo é decorrente de
problemas de mastite na propriedade, salvo
algumas excecbBes, quando ha alta
incidéncia de mastite causada por
Streptococcus agalactiaeou mesmo em

surtos de Streptococcus uberis ou
Escherichia coliO leite de uma vaca sadia,
coletado de forma asséptica, por exemplo,
contém menos de 1000 UFC/mL. Ja o leite
de um animal com infec¢do na glandula
mamaria por alguns destes agentes pode
apresentar contagens de até 10.000.000
UFC/mL, o que, num rebanho de 100 vacas
em lactacdo, pode elevar a CBT do tanque
para 100.000 UFC/mL (Mendes, 2006).

A ordenha de animais com tetos sujos e/ou
umidos estd diretamente associada a uma
alta CBT no leite, e a presenca de fezes ou
barro nos tetos pode levar a alta contagem
de coliformes ou mesmo de bactérias
psicrotréficas. Portanto, um correto manejo
de ordenha, com énfase na preparacao dos
tetos antes da ordenha (limpezpré-
dipping e secagem completa dos tetos),
associado a um programa de controle de
mastite, sdo fundamentais para a obtenc&o
de um leite de alta qualidade (Mendes,
2006).

Outra possivel fonte de bactérias € a

superficie do sistema de transporte e

armazenamento do leite, o que inclui

insufladores, copos coletores, mangueiras,
tubulacbes, valvulas, medidores de leite,

bombas de leite, pré resfriadores, tanques
de resfriamento, etc. Portanto, deve-se estar
sempre atento ao programa de limpeza e
sanitizacdo, além da correta manutencao do
equipamento de ordenha (Santos e Fonseca,
2001).

Visando a diminuicdo da CBT do leite, 0
pagamento pela qualidade é um
instrumento empregado pelas indastrias
para incentivar o produtor a investir em
cuidados que resultem em melhor qualidade
do produto. Além de bonificagdes, podem
ser incluidas penalizacdes. Esses programas
tém constituido em ferramentas importantes
na motivacdo de produtores. Os incentivos
variam entre as industrias ou cooperativas,
porém indicadores, como a CBT, a
contagem de células sométicas, a auséncia
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de residuos de antibiéticos ou de fraude por
adicdo de agua e soro, sdo contemplados.
Desta maneira as inddstrias ou cooperativas
estabelecem seus proprios requisitos, que
geralmente, sdo mais rigorosos que O0S
padrées oficiais (Instrucdo normativa
51/2002), oferecendo bonificacGes para os
produtores que se adequarem as normas de
producédo (Guimaraex al.,2006).

Nas analises realizadas em alimentos, o
interesse  por métodos rapidos e
automatizados tem crescido nas ultimas
décadas. Equipamentos que se baseiam na
citometria de fluxo, como o Bactoscan
(Foss North America, Brampton,
Ontarig e  Bactocount  (Bentley
Instruments Incorporated, Chaska, Estados
Unidos da América) foram desenvolvidos
visando a andlise de rotina da qualidade
microbiolégica do leite cru. Entretanto,
estes equipamentos se limitam a estimar a
contagem bacteriana total ou a contagem de
células somaéticas, ndo fornecendo outras
informacdes, como a diferenciacdo
microbiana (Gunasekeraet al, 2000;
Suhren e Walte, 2000).

2.5 ACIDEZ TITULAVEL E PH DO
LEITE

O leite recém ordenhado é ligeiramente
acido e apresenta um pH entre 6,6 e 6,8.
Esta acidez é conhecida como acidez
natural, e tem origem nos seus

componentes normais, tais como: citratos,
diéxido de carbono, caseinas e fosfatos. Por
outro lado, quando o leite é obtido sob

condicbes inadequadas de higiene e
refrigeracdo deficiente, ocorre o aumento
de &cidos organicos, em especial do acido
lactico, produzido por micro-organismos

fermentadores da lactose, resultando na
chamada acidez adquirida, a qual, em
conjunto com a acidez natural, forma a
acidez real do leite. A acidez do leite pode
ser medida por duas formas: ph metro ou
pelo método da acidez titulavel, a exemplo

do método Dornic (Silvaet al, 1997;
Santos e Fonseca, 2000).

Leite fresco analisado diretamente de vacas
individuais contém pouca bactéria e pouco
acido lactico, mesmo assim possuem

valores de acidez que variam de 0,10 a
0,30. Para analises realizadas em leite do
tanque, os valores variam de 14 a 18 °D. Os
componentes que contribuem para essa
acidez normal do leite sdo o diéxido de

carbono, a proteina, os fosfatos e os
citratos. Quanto maior a concentracao

destes compostos, maior a acidez

observada. Em razao disso, o leite de uma
vaca Jersey normalmente ter4 maior acidez
gue o de uma Holandesa, ja que o leite da
Jersey tem maior porcentagem de proteina
(Peres, 2001).

Os valores de pH e acidez do leite ndo sdo
totalmente proporcionais, embora haja uma
relacdo inversa; ou seja, a medida que a
acidez se eleva, ocorre abaixamento do pH.
A dificuldade na obtencdo de uma boa
correlacdo esta ligada ao fato que na
determinacdo da acidez sdo quantificados
0s protons hidrogénio livres (ions) e

acessiveis (ionizaveis/dissociaveis); por
outro lado, apenas os prétons hidrogénio
livres (ions) sdo quantificados na

determinagéo do pH (Silva e Torres, 1995).

2.6 UREIA NO LEITE

2.6.1 Origem do nitrogénio uréico no
leite

A uréia € uma molécula organica composta
de carbono, nitrogénio, oxigénio e
hidrogénio, com uma massa molecular de
60 g/mol. Este € um componente do sangue
e de outros fluidos corporais (leite, saliva,
urina, suco gastrico e intestinal). A uréia é
parte da fragdo de nitrogénio nao protéico, a
qual inclui compostos que contém
nitrogénio, como aminoacidos, creatina,
creatinina, acido drico, algumas vitaminas,
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aminas biogénicas, acucares aminados, etc.
As concentragfes normais de uréia no leite
estdo na faixa de 10-30 mg/100 mL, ou 1,7-
4,5 mmol/L (Marenjaket al., 2004, citado
por Bendeljaet al.2009).

De acordo, com Gaona (2002), os niveis de
uréia aceitos como normais sao valores
entre 10 e 16 mg/dL no leite. Torrent
(2000), por sua vez, afirma que os valores
de uréia em leite de vacas com uma
ingestdo 6tima de matéria seca enquadram-
se tipicamente na faixa de 12-18 mg/dL.

A uréia € uma pequena molécula neutra que
se difunde facilmente pelas membranas.
Uma vez que o leite é secretado pelas
células alveolares da glandula mamaria, a
uréia se difunde para dentro ou para fora
das células secretoras, entrando em
equilibrio com a uréia plasmatica (Jonkér
al., 1998).

Trés fracbes de nitrogénio distintas podem
ser encontradas no leite: as caseinas, as
proteinas do soro e o0 nitrogénio né&o
protéico (NNP). Os termos caseina e
proteinas do soro s&o utlizados para
descrever o grupo de proteinas do leite que
permanecem, respectivamente insollveis e
sollveis no leite apés a precipitacdo em pH
4,6 a 20°C. O grupo dessas duas fracdes
nitrogenadas € também referido como
proteina verdadeira (PT). A fracdo NNP é
composta por moléculas de baixo peso
resultantes do metabolismo do nitrogénio.
As trés fracdes de nitrogénio compdem um
grupo denominado de proteina bruta (PB).
A caseina é a principal fragdo de proteina
no leite constituindo 85 a 90% da proteina
verdadeira e 75 a 85% da proteina bruta. A
fracdo de nitrogénio ndo protéico é a
diferenca entre a proteina bruta e a proteina
verdadeira e € composta por uréia, amonia,
creatinina, creatina e acido Urico. A uréia
representa mais do que 50% do NNP
(Tabela 2) (Broutin, 2006).

O nitrogénio uréico do leite é considerado
nitrogénio nao protéico. A concentracdo de
uréia no leite é um subproduto do
metabolismo das proteinas. A digestdo de
proteina na dieta resulta na producdo de
amoénia. O amoniaco é convertido em uréia
no figado. A uréia € entdo excretada do
organismo, principalmente através da urina,
mas também é encontrada no sangue e no
leite (Mitchellet al.,2005). Niveis de uréia
no leite tém sido utilizados para avaliar o
estado nutricional do rebanho, bem como
avaliar a excrecdo de nitrogénio para o
ambiente (Jonkeat al.,1998).

A proteina da alimentacdo das vacas €
classificada em dois componentes, a
proteina degradavel no raimen (PDR) e a
proteina ndo degradavel no rimen (PNDR).
A proteina ndo degradavel no rimen ¢é por
vezes referida como proteina rumirsi-
pass pois resiste as condi¢cdes no ramen e é
decomposta no intestino delgado. A
proteina degradavel no rimen é usada pelos
micro-organismos ruminais e convertida em
proteina microbiana, que por sua vez é
usada pela vaca para produzir leite. Para
gue 0S micro-organismos ruminais possam
produzir proteinas, eles precisam de uma
fonte de carboidratos sollveis e proteina
solavel, principalmente na forma de
amobnia.O excesso de aménia no rumen
move-se através da parede do rimen para a
corrente sanguinea. Como a amonia € muito
toxica para a maioria dos mamiferos ela
precisa ser removida do corpo. A ambnia
sanguinea é convertida em uréia nao toxica
no figado. A uréia é um pequeno composto
soltvel que se equilibra em todas as partes
do corpo e é encontrada no leite, sangue e
urina. A urina é a principal via de excre¢ao
do corpo, como um produto residual. A
conversao de ambnia em uréia no figado
requer uma quantidade substancial de
energia que poderia ser usada para produzir
leite (Younget al, 2001).
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Tabela 2- Distribuicao percentual dos principaismpostos do NNP do leite.

Composto nitrogenado

Percentagem reliva em relagéo

Concentragdo notei

(%) ao NNP do leite (%)
Uréia 48 14,21
Creatina 8,6 2,55
Creatinina 4,1 1,21
Acido drico 2,7 0,78
Acido orotico 5,2 1,46
Acido hipurico 1,4 0,44
Peptideos 11,0 3,20
Amobnia 3,1 0,88
Aminoacidos 15,1 4,43
Desconhecidos ND 0,48

Fonte: Harding (1992) e DePeters et al. (1993)

Como o0 nome sugere, 0 nitrogénio uréico
representa a por¢do do nitrogénio no leite
na forma de uréia. O nivel de nitrogénio
uréico do leite acompanha os niveis de
nitrogénio uréico no sangue (com atraso de
1 a 2 horas). O nitrogénio uréico no leite
reflete assim, o0 nivel de nitrogénio

sanguineo nas ultimas 12 horas que o leite
foi produzido (8 horas se as vacas forem
ordenhadas 3 vezes ao dia) (Peres, 2001).

Segundo Roseleret al (1993), as
concentracdes de NUL podem ser utilizadas
para estimar as concentragfes de nitrogénio
uréico no sangue (NUS) ou no plasma
(NUP), uma vez que o coeficiente de
correlacéo entre NUP e NUL foi de 0,88.

Jonkeret al (1998) concordam com essa
afirmativa. Ao estudarem as concentragdes
de NUS e NUL ao longo do dia, Gustafsson

e Palmquist (1993) demonstraram que as
concentracdes de NUS aumentam apoés a
alimentacédo, atingindo pico 3 horas apds
seu inicio, voltando as concentracdes
iniciais, obtidas antes da refeicdo, em 5 a 6
horas. As concentragcbes de NUL

apresentaram padrdo semelhante de
resposta ao longo do dia, apesar de
atrasadas em uma hora em relacdo as de
NUS (Zeni, 2010).

Ferguson (1999) mensurou o0s niveis de
uréia sanguinea, uréia no leite do controle
leiteiro oficial e a uréia no leite de cada
ordenha separadamente. Foram coletadas
166 amostras de 37 vacas durante 5 meses.
Conforme a tabela 3, a uréia média no leite
da ordenha da manhd e o da tarde séo
respectivamente, 12,25 e 14,35 mg/dL;
desvio padréo de 2,25 e 2,2; faixa de niveis
de 7,6 a 20,6 mg/dL e de 8,2 a 20,1 mg/dL.
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Tabela 3- Niveis de uréia sanguinea, uréia no seitenetido a controle leiteiro oficial e a uréialeite

da ordenha da manha e da tarde.

UREIA MEDIA (mg/dl)

DESVIO-PADRAO

FAIXA DE NIVEIS

Uréia no sangue 12,11 2,31 6,0-19,0
Uréia no leite (manha) 12,25 2,25 7,6-20,6
Uréia no leite (tarde) 14,35 2,2 8,2-20,1
Uréia no leite, oficial 13,11 2,99 2,3-23,0
Fonte: Vinne, APCBRH/PARLPR (2011), adaptado dey&sosn (1999)
determinagcdo de uréia, o ‘“status”

2.6.2 Teor de uréia e proteina na
alimentacdo de vacas de leite

A concentracdo de nitrogénio uréico no
leite (NUL) € uma ferramenta util para
avaliar se um rebanho de vacas esta sendo
alimentado com quantidades 6&timas de
proteina, se a relagdo entre proteina
degradavel e ndo degradavel na dieta esta
ideal ou, ainda, se o0 balanco entre o
consumo de proteina e energia pelas vacas
estd adequado (Carlsson e Bergstrom, 1994;
Meyeret al, 2006).

Valores médios de uréia no leite do rebanho
menores que 12 mg/dL (alguns valores
individuais abaixo de 8 mg/dL) refletem
deficiéncia protéica ou excesso de
carboidratos na dieta. Isto pode limitar a
fermentacdo ruminal, a produgcdo de
proteina microbiana e o desempenho
animal. Por outro lado se a média de uréia
no rebanho estiver acima de 18 (geralmente
valores individuais acima de 25 mg/dL)
perdas severas devem estar ocorrendo, i.e.,
perda energética para eliminagdo da uréia,
menor taxa de concepcdo, deficiéncia
imunolégica, desperdicio de proteina,
contaminacdo ambiental (Peres, 2001).

De acordo com Oltnest al. (1985), citado
por Meyer et al (2006) ndo € possivel
estimar com certeza, a partir de uma Unica

nutricional de uma vaca. Mas, quando as

concentracdes médias de uréia no leite sdo
determinadas em grupos de animais ou em
rebanhos, inferéncias diretas, com relacdo a
adequacdo da alimentacdo, parecem ser
possiveis. Contudo, é improvavel que uma

concentracdo especifica de uréia no leite
possa ser definida para que seja valida
durante todos os estagios de lactacao e sob
todas as condicbes de alimentacdo e
manejo. Fatores como a relacdo entre a
capacidade de consumo de alimento e o
potencial de producéo de leite, o custo dos
alimentos disponiveis e seu efeito geral

sobre a saude e fertilidade das vacas
afetardo a decisdo de qual € a concentracao
de uréia adequada.

Wanget al (2007) descreveram que com o
aumento nos niveis de proteina
metabolizavel da dieta, a concentracdo de
uréia aumenta linearmente no plasma
sanguineo, na urina e no leite. O excesso de
proteina na dieta estd relacionado a um
aumento de uréia no leite levando a
problemas de fertilidade no rebanho. Outro
importante argumento para o}
monitoramento do metabolismo protéico é
o alto custo associado ao desperdicio deste
nutriente (Gonzalest al, 2001).

Um sistema para avaliar a eficiéncia da
oferta de proteinas em relacdo a exigéncia
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em vacas leiteiras € benéfico, de acordo
com Roseleret al(1993). Esse sistema
pode ser usado para melhorar a eficiéncia
do uso de nitrogénio (N) em fazendas
leiteiras e para reduzir as perdas de N para
0 ambiente. Vacas alimentadas com dietas
com excesso de proteina resultam em altas
concentracbes  enddgenas de uréia no
sangue, leite e urina. Estas altas
concentracdes de uréia enddgena tém sido
associadas com infertilidade (Ferguson e
Chalupa, 1989; Ropstad e Refsdal, 1987),
reducdo da disponibilidade de energia
(Tyrrell e Moe, 1975), poluicdo ambiental
(Tamminga, 1992), e perdas econdmicas.

A uréia e 0s outros compostos de nitrogénio
ndo protéico (NNP) tém sido amplamente
utilizados para a alimentacdo de ruminantes
a fim de atender as suas necessidades de
proteina, ja que fontes protéicas
convencionais sdo caras. Como a uréia
entra no rimen e é rapidamente hidrolisada
a amobnia pela urease bacteriana, a
concentracdo ruminal de amobnia é
susceptivel de aumentar consideravelmente.
Para essa amobnia ser eficientemente
incorporada na proteina microbiana, duas
condicbes devem ser satisfeitas. Em
primeiro lugar, a concentracdo de amonia
inicial deve ser inferior ao valor 6timo e em
segundo lugar, o micro-organismo deve ter
uma fonte de energia prontamente
disponivel para a sintese protéica. Portanto,
a uréia nao serd utilizada de forma eficiente
pelos ruminantes, sem proteina degradavel
no ramen (PDR) para satisfazer as
necessidades dos micro-organismos do
ramen (Royet al, 2010).

Segundo Hammond (1997), determinacdes
de NUP e NUL sédo solicitadas como

recursos para diagnéstico retrospectivo
envolvendo a andlise da resposta biologica
de ruminantes a suplementacdo com
energia ou proteina e as mudancas relativas
ao tipo de forragem ou pastagem oferecida
aos animais. O conhecimento dos teores
dos referidos indicadores, associados as

analises dos componentes protéicos
degradaveis e ndo degradaveis e nivel de
carboidratos fermentaveis da racdo, pode
auxiliar na avaliacdo de como a proteina da
dieta é utilizada (Magalh&es, 2003).

2.6.3 Concentragdo de uréia no leite e o
rendimento industrial

O aumento nas concentragdes de nitrogénio
nao protéico no leite determina um menor
rendimento industrial para producdo de
gueijos. Gustafsson e Palmquist (1993)
observaram a associacdo do maior tempo
para coagulacdo do leite wusado na
fabricacdo de queijos com o0 aumento das
concentracdes de nitrogénio ndo protéico
no leite. As concentracdes de uréia no leite
(NUL) podem ser utilizadas para estimar as
concentracdes de nitrogénio uréico no
sangue (BUN) ou nitrogénio uréico no
plasma (PUN) (Ferreirat al. 2006).

2.6.4 Desempenho reprodutivo e o
Nitrogénio uréico no leite (NUL)

De acordo com Melendeet al (2000),
vacas com alto NUL, prenhas durante o
verdo, apresentaram 18 vezes maior risco
de ndo prenhez comparadas as com baixo
NUL, prenhas durante o inverno. O estudo
foi realizado com dois grupos de 515 vacas
classificadas como tendo elevado NUL (17
a 25 mg/dL) e 558 vacas com baixo NUL
(6 a 16 mg/dL), no prazo de 30 dias antes
da primeira cria. Dessas um total de 158
(30,6%) vacas do grupo com elevado NUL
e 189 (33,8%) vacas do grupo com baixo
NUL foram diagnosticadas como prenhes.

As concentracbes de uréia no plasma
(NUP) e no leite (NUL) foram
correlacionadas com a taxa de prenhez em
vacas leiteiras em estudo feito por Buder

al. (1996). Em dois experimentos, as
amostras de sangue ou de leite foram
coletadas no dia da inseminacdo artificial
(IA) de vacas da raca Holandesa (n = 160 e
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n = 155, respectivamente). Trés métodos de
analise de NUL foram comparados. Dois

processos quimicos de laboratério deram
resultados semelhantes, enquanto que um
método rapido superestimou os teores de
uréia. Concentracdes de nitrogénio uréico
superiores a 19mg/dL no plasma e no leite
foram associados com uma diminuicdo de
aproximadamente 20 pontos percentuais na
taxa de prenhez apds inseminacéao artificial
em vacas leiteiras em lactacdo. Portanto,
pode ser benéfico para o produtor de leite
monitorar as concentracfes de uréia em seu
rebanho para manter, ou melhorar a

eficiéncia reprodutiva .

Rajala-Schultzet al (2001) avaliaram a
associacgdo entre o nitrogénio uréico no leite
(NUL) e a fertiidade de vacas leiteiras
utilizando dados de campo. As vacas com
niveis abaixo de 10,0 mg/dL de NUL e
entre 10,0 e 12,7mg/dL tiveram,
respectivamente, 2,4 vezes e 1,4 vezes de
aumento na probabilidade de se tornarem
prenhas, do que vacas com valores acima
de 15,4 mg /dl de NUL. Os resultados
indicam que os niveis crescentes de NUL
sdo negativamente correlacionados com a
fertlidade de vacas leiteiras e estdo
associados a um menor risco de prenhez
detectavel nos rebanhos. Eles também
sugerem que o0s niveis de NUL
inversamente associados com a fertilidade
podem ser menores do que os relatados
anteriormente.

2.6.5 Horario de coleta do leite e o teor
de uréia

Os niveis de uréia no leite e no sangue
foram estimados por Miettinen e Juvonen
(1990) para investigar as diferencas no
metabolismo do nitrogénio em vacas
alimentadas com racdo em conformidade
com as normas de alimentacao finlandesa.
Em leite preservado com azida sddica, ou
no leite armazenado a 4°C, a uréia do leite
manteve-se inalterada durante uma semana,

mas a uréia diminuiu gradualmente no leite
mantido em temperatura ambiente,
comprovando que o leite deve ser
preservado com azida sodica ou deve ser
mantido a 4 °C para a estimativa de uréia.
Houve elevagdo de wuréia apdés a
alimentacdo matinal, mas n&o durante a
ordenha da tarde. O aumento da uréia foi
significativo no horario de 06:00 h as
10:00 h, enquanto de 10:00-14:00 h, houve
apenas um ligeiro aumento. A uréia do leite
aumentou significativamente desde a
manha até a tarde do dia da amostragem.
No grupo alimentado com feno e uréia, a
uréia no leite e no soro foram
significativamente maiores do que no grupo
alimentado com silagem. A concentracao
de wuréia do leite foi diretamente
correlacionada com a do soro em todos 0s
momentos. Essa correlacdo variou entre
0,86 a 0,96 para as coletas da manha e
tarde, respectivamente. Portanto, os teores
de uréia no leite foram adequados para
acompanhar o balanco de nitrogénio em
vacas leiteiras.

Broderick e Clayton (1997) verificaram o
aumento na concentracao de uréia no leite
ordenhado no periodo da tarde em intervalo
de ordenhas de 12 horas, pela manha e a
tarde. Os baixos teores de NUL pela
manhd, podem ser explicados pelo fato que
0 pico de concentracdo de uréia sanguinea
aparece duas a quatro horas apdés a
distribuicdo de alimentos em uma ou duas
vezes por dia, e o pico de NUL ocorre cerca
de uma a duas horas apdés o pico de
concentracdo no sangue (Manston 1981;
Gustafsson & Palmquist 1993; Socoeb

al., 2001).

2.6.6 Periodo de Lactagdo e o NUL

Em relacdo a lactacdo, de acordo com
DePeters e Cant (1992), o teor de caseina
no leite declina com o numero de pari¢des,
sendo que o decréscimo em PB nédo é tédo
grande em razdo do aumento do NNP. Com
trés anos de idade, a vaca estd no auge da
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producdo com leite mais rico em proteina,
declinando essa produgdo de leite
gradualmente com a idade, sendo que o teor
em caseina diminui e o teor em proteinas do
soro aumenta (Ng-Kwai-Hareg al, 1984).
Observa-se que o teor em nitrogénio total,
nitrogénio caseinico e NNP decrescem
rapidamente apds o parto até um minimo
em torno de 5 a 10 semanas de lactacéo,
seguindo-se um aumento gradual até o fim
da lactacdo (DePeters e Cant, 1992; Fox e
McSweeney, 1998).

Alguns fatores verificados ap0s a deteccao
de niveis alterados de uréia no leite séo
apresentados no quadro 2.

Quadro 2- Fatores associados aos niveis de nitimgééico no leite (MUN), em relagdo aos dias de
lactacéo de vacas leiteiras.

DIAS EM_ PROTEINA MUN (mg/dL)
LACTACAO NO LEITE % i i
Baixo (<12) Médio (12-18) Alto (>18)
PD e OS normal, |OS, PD em excesso em relagédola
<3,0 Def. PB ou PD baixo Pl e CHOf CHOf, desbalanco AA
3,0-3,2 PD b?'X? em PD’.E)I’.AA em Excesso de PD, AA e energia
ATE 45 DIAS relacdo a energia| equilibrio
PD baixa, AAem| PD, Ple AAem A
o s Excesso PD, AA em equilibrio,
>3,2 equilibrio, equilibrio, excesso .
. ; excesso energia
eXCesso energia | energia
<30 Def. de PD, PB e| PS, PD, Pl e AA 0S, Pd em excesso em relagdo g
' ou PI em equilibrio CHOf desequilibrio AA
3.0-3,2 Def. PD e PS Protelng'e CHO Excgssp de PD, PS e CHO em
46-150 DIAS em equilibrio equilibrio
Def. PD e excessp . Excesso de PD, PS em relacao a
; Proteina, AA e Y
>3,2 de energia de .. | CHO e energia liquida
CHO CHO em equilibrio
PS, PD em Excesso de PS, PD em relacdo &
<3,0 Def. de PD, PS e equilibrio, AA em | CHOf, desequilibrio AA e/ou
CHO o T
desequilibrio falta de energia liquida
30-32 Er?]f.rglz F;ISO g PD PD, PS e AAem Excesso de PD, deficiéncia
>150 DIAS T 18GA0 ¢ equilibrio parcial de AA
energia liquida
AA em AA e energiaem | Excesso de PD, Equilibrio de AA
>3,2 equilibrio, Def. NN g R q
d ; equilibrio e energia liquida
e energia
Legenda: AA=aminoéacidos CHOf=carlpaids fermentaveis PD=ingestadgina degradavel
MUN=nivel de uréia no leite PS=ingestle proteina soluvel Pl=ingesle proteina insoltvel

Fonte: Vinne, site da APCBRH/PARLPR (2011).
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2.6.7 Relacdo entre estacdo do ano e a
uréia no leite (NUL)

Os altos teores de uréia no leite observados
durante os meses de verdo, tém sido
relatados por alguns autores (Carlssbal,
1995;. Fergusoet al, 1997). Eles relataram
gue a proteina total e a proteina verdadeira
(principalmente a caseina) no leite foram
mais baixos durante os meses de veréo,
enquanto NNP, que inclui a uréia,
aumentou (Van Soest, 1994; Carlssoil,
1995; Fergusoret al., 1997). Fergusoret

al. (1997) relataram que o teor de uréia no
leite por estagdo variou da seguinte forma:
no inverno, de 5,00 £ 0,071 mg/dL; na
primavera, 5,35 £+ 0,075 mg/dL; no veréo,
5,83 + 0,086 mg/dL; no outono, 5,07 +
0,093 mg/dL.

O efeito da estacdo do ano sobre os teores
de TUL (teor de uréia no leite) se confunde
com o estagio de lactacdo e diferencas
nutricionais. Molleret al. (1993) atribuiram

a variacdo do TUL as mudancas sazonais
na proteina da pastagem e componentes de
energia. A pastagem australiana na
primavera contém de 20 a 30% de PB e 5 a
20% de carboidratos soluveis, criando,
assim, uma alta relacao proteina: energia, o
que poderia resultar em teores elevados de
uréia no leite. Os estudos que descrevem 0s
efeitos dos fatores ndo- nutricionais
associados com a estacdo do ano (clima,
consumo de agua, consumo de matéria
seca, ou estagio de lactagdo) sobre o teor de
uréia no leite sdo escassos. Arunvipaal
(2002) descreveram elevadas concentracfes
de nitrogénio uréico no leite no final do
inverno/inicio do verdo (margo- abril) no
Canada, com os maiores valores ocorrendo
em julho e agosto (13,10 mg/dL).

2.6.8 Mastite e sua relacdo com o
nitrogénio uréico no leite (NUL)

Segundo LICATA (1985), leite proveniente
de vacas com mastite detectado por teste

CMT (California Mastitis Test) apresentaria
um TUL (teor de uréia no leite) menor de
1,2 mg/dL comparativamente a leite com
CMT negativo. Também, Faust e Kilmer
(1996) encontraram uma correlagdo
negativa entre TUL e o valor de contagem
de células sométicas.

De acordo com Meyeet al, (2006), a
contagem de células somaticas (CCS)
influenciou as concentracdes de NUL (P=
0,001). A equacéo linear se ajustou bem
para explicar os efeitos da CCS sobre NUL
(P= 0, 9000), observando-se coeficiente de
determinacdo {f de 0,1994. As
concentracoes de NUL diminuiram em 0,29
mg/dL a cada aumento de uma unidade no
escore linear de CCS. Arunvipas al.
(2002), por sua vez, observaram, a cada
aumento de uma unidade no escore linear,
reducdo da concentracdo de NUL em 0,4
mg/dL.

Wolfschoon-Pombo (1981) relatou que a
mastite pode influenciar a concentracdo de
uréia na amostra do quarto infectado da
glandula mamaria, como resultado da
alteracdo na permeabilidade das membranas
das células. Goddenet al. (2001)
constataram associacdo negativa néo-linear
entre a uréia no leite e o escore linear da
contagem de células somaticas, mas
relataram que essa associacdo pode néo
representar uma relagdo bioldgica entre
esses dois parametros, podendo ser um
artefato do instrumento de calibracgéo.

2.6.9 Nitrogénio uréico e contaminagao
ambiental

E preocupante o impacto ambiental
resultante da incorporacdo de residuos
alimentares ndo digeridos ou nao utilizados
pelos animais de producéo, principalmente
em sistemas de confinamento para rebanhos
de leite e corte (Tamminga,1992). Os
dejetos animais contribuem para a poluicéo
do ambiente por nitrogénio, principalmente
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em funcdo da aménia volatilizada para o ar
e nitratos que se incorporam ao solo e
contaminam aguas superficiais.

Com base nos teores de NUL e NUP, pode-
se, por exemplo, programar ajustes visando
evitar desperdicios decorrentes de perdas
urindrias de nitrogénio, que acarretam
prejuizos O6bvios a producdo animal e
contaminacdo ambiental (Jonkest al,
2002; Schepers e Meijer, 1998). Salienta-se
neste aspecto, que a excrec¢ao urinaria de
nitrogénio tem correlacdo linear e positiva
com os valores de NUP e NUL (Jonkedr

al., 1998; Kauffman e St- Pierre, 2001).
Isto significa que os valores de NUL e NUP
podem também ser utilizados para a
predicio do nivel de contaminacao
ambiental por nitrogénio (Kauffman e St-
Pierre, 2001; Kohet al, 2002; Magalhaes,
2003).

2.6.10 Andlise da uréia por metodologia
enzimatica

A analise de uréia (NUL) pode ser realizada
por metodologia enzimatica, como, por
exemplo, por meio do equipamento
ChemSpec 150 (Bentley Intruments, 1999).
Esse instrumento baseia-se na reacdo de
Berthelot. A determinacdo ocorre em duas
etapas. Primeiramente a amostra € coletada
e transportada para um reservatério
automaticamente e mantida a 40°C, onde é
adicionada a enzima urease que durante a
reacdo libera amonia e diéxido de carbono.
Depois de um tempo de incubacéo, a adicdo
de uma solucdo de corante e um ativador,
forma um complexo de coloracdo verde. A
intensidade de cor é proporcional a
concentracdo de ambnia, a qual ¢é
determinada espectrofotometricamente.
Para a leitura, € adicionado um catalisador
no corante a fim de acelerar a reacao,
intensificando o desenvolvimento da cor
verde e melhorando a sensibilidade do
método. O uso de instrumento de alta
precisdo dispensa a utilizacdo de dilui¢des.

O leite é diluido com os reagentes usados
para melhorar as leituras do espectro,
prevenindo as interferéncias de outros
componentes do leite. Os resultados séo
expressos em mg/dL (AOAC, 1994; Peres,
2001).

Atualmente as determinacdes dos teores de
NUL s&o feitas com o auxilio de
equipamentos automatizados que utilizam
metodologia colorimétrica-enzimatica
(urease), metodologia enzimatica
potenciométrica, onde a amoénia produzida
€ detectada por eletrodos ( Line al,
1998), ou ainda espectrofotometria em
infravermelho (Ferguson, 2001; Godden

al., 2001). Estes aparelhos conseguem
realizar varias andlises em pouco tempo,
nao requerem nenhuma etapa prévia
destinada a desengordurar ou precipitar
proteinas da amostra e fornecem resultados
muito precisos (Magalhdes, 2003).

2.6.11 Analise de uréia ou nitrogénio
uréico no leite por metodologia do
infravermelho -FTIR

A tecnologia de infravermelho tem sido
muito utilizada para medir a gordura e
proteina no leite. As moléculas organicas,
guando aquecidas emitem um espectro de
reflectancia do infravermelho que ¢é
consistente com o tipo de moléculas
presentes. O espectro de reflectancia pode
ser correlacionado com a concentracdo da
molécula a ser utilizado para avaliar o
conteddo em uma amostra. Em 1998, os
centros de DHIA (Dairy Herd Information
Association) comecaram a empregar essa
tecnologia para medir a uréia do leite
(Ferguson, 2011).

De acordo com Goddeet al, (2001) os
métodos espectrofotométricos no
infravermelho (IR) foram introduzidos no
inicio de 1990 para estimar a concentracao
de uréia no leite. O uso da tecnologia IR
por Laboratérios DHI (Dairy Herd
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Improvement) ofereceu um meio rapido e
barato de medir concentracdes de uréia no
leite (UL), consistente com os resultados
obtidos em estudos que utilizaram animais
alojados individualmete em condi¢cbes de
pesquisa e métodos quimicos para medir a
uréia do leite. Goddemt al. (2000) por
meio do equipamento Fossomatic 4000
Milk  Analiser (Foss North Ameérica,
Brampton, Ontario) relataram que a
radiacdo ionizante pode ser utilizada para
medir UL em amostras de leite DHI, desde
que os dados sejam interpretados em nivel
de rebanho e n&o individualmente.

Baumgartneret al. (2003) avaliaram o
potencial da espectroscopia de FTIR para a
determinagdo da concentragdo de uréia em
leite. Eles concluiram que ha alta correlacdo
entre o método de injecdo de fluxo
automético e o FTIR para a determinagéo
deste componente.

Em um estudo realizado por Esteves (2006)
para estabelecer a interferéncia que a adi¢éo
de uréia pode causar na determinacdo dos
componentes do leite (hipétese de fraude),
constatou-se um aumento significativo nos
teores de proteina bruta (PB), sélidos totais
(ST) e lactose e uma reducdo no teor de
gordura quando estes foram quantificados
pelo método de Espectrometria de
Absorcao no Infravermelho Médio (EIMV).

O mesmo resultado foi encontrado em um
estudo realizado por Roma Juniet al
(2006) e por Araujo (2009).

De acordo com o guia de usuario do

equipamento CombiScope FTIR

(Advanced/Delta Instruments) é utilizado

um método alternativo, por meio do qual os
resultados da uréia sdo calculados atraves
de um modelo matemético de amplo

espectro PLS, que prediz os teores do
nitrogénio uréico no leite baseados nos
resultados de referéncia do nitrogénio nao
protéico (NNP) (Delta Instruments, 2007 e

2009).

A amostra de leite é aquecida a 40°C,

agitada, aspirada para o interior do

equipamento, onde recebe a irradiacédo pelo
feixe de luz infravermelha. A diferenca de

energia absorvida entre a amostra a ser
analisada e a amostra de referéncia é
captada por um detector de infravermelho e
€ quantificada, sendo transformada em
teores dos componentes, de acordo com a
curva de calibracdo. O espectrofotdmetro
com transformada de Fourier expde a
amostra a um unico pulso de radiacao e de
medidas de resposta. O sinal resultante,
chamado de inducdo bifasica, é uma
medida direta da coeréncia temporal da luz
e contém uma rapida decadéncia composta
de todas as possiveis frequéncias. Como o
sinal medido no interferémetro ndo pode

ser interpretado, € necesséria a técnica
mateméatica chamada de Transformacédo de
Fourier. Esta transformacéo é realizada pelo
computador (algoritmos de software),

apresentando ao usudrio as informacdes
desejadas para a analise espectral (Delta
Instruments, 2007 e 2009).

3. OBJETIVOS

3.1 GERAL

Realizar a validacdo de equipamento
baseado na espectroscopia de infravermelho
por metodologia em Fourier Transform
Infrared (FTIR) para a avaliacdo do teor de
uréia (NUL) no leite cru.

3.2 ESPECIFICOS

- Determinar a reprodutibilidade e
repetibilidade do FTIR; comparar os
métodos de mensuragdo das concentracdes
de NUL por meio de espectroscopia FTIR e
metodologia enzimética,
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- Determinar as concentracbes de NUL no
leite de rebanho no Estado de Minas
Geralis;

-Verificar a determinacdo dos outros
componentes do leite realizado pelo
equipamento eletrébnico CombiScope FTIR
(Delta Instruments).

- Avaliacdo da deteccdo de fraude por
adicdo de uréia ao leite e correlacdo com os
teores de proteina antes e apdés a fraude.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 COLETA DAS AMOSTRAS

As amostras de leite cru utilizadas foram
obtidas a partir do “pool” das amostras de
leite coletadas em tanques e que sao
enviadas pelas industrias para analise no
Laboratério de Analise da Qualidade do
Leite da Escola de Veterinaria da UFMG
(LabUFMG). A repetibilidade e
reprodutibilidade do CombiScope, a
comparacao com um meétodo
enzimatico automatizado (ChemSpec
150°, Bentley Instruments), a fraude
por adicdo de uréia ao leite e a
correlagdo com os teores de proteina
antes e apo6s a fraude foram testados
utilizando, respectivamente228, 570,
500 e 285 amostras de leite cru conservadas
com bronopol.

Para o teste da estabilidade da uréia no leite
de acordo com o tempo e temperaturas de
estocagem, foram coletadas cinco amostras
de leite de conjunto, com trés litros cada, a
partir de “pool” de pelo menos oito animais
da Fazenda Experimental da Escola de
Veterindria da UFMG, localizada no
municipio de Igarapé, Minas Gerais.

Desde a coleta nas propriedades rurais, as
amostras de leite cru foram mantidas sob

refrigeracdo (IDF, 1995b) em recipientes
isotérmicos adicionados de gelo reciclavel
previamente mantido a uma temperatura de
-10°C e em quantidade suficiente para
garantir a manutencdo das amostras a uma
temperatura de 0°C a 4°C. As amostras
foram acondicionadas em frascos com
comprimido de bronop8t para as anélises
de composicéo do leite, CCS e uréia e em
frascos com comprimido de azidigbara
analise de CBT.

4.2 LOCAL DE REALIZACAO DAS
ANALISES

As analises da composicdo fisico-quimica
dos leites foram realizadas no Laboratorio
de Analise da Qualidade do Leite da Escola
de Veterinaria da UFMG (LabUFMG) e no
Laboratério de Analises Fisico-Quimicas
do Departamento de Tecnologia e Inspec¢ao
de Produtos de Origem Animal da Escola
de Veterindria da UFMG. As andlises
microbioldgicas (contagem bacteriana total)
dos leites foram realizadas no Laboratorio
de Andlise da Qualidade do Leite da Escola
de Veterinaria da UFMG (LabUFMG).

4.3 PREPARO DAS AMOSTRAS

4.3.1. Avaliacdo da repetibilidade do
método

A repetibilidade ou repetitividade (r) é
definida como o valor abaixo do qual a
diferenca absoluta entre os resultados de
duas simples determinacdes, obtidos com o
mesmo método em materiais idénticos, sob
as mesmas condigcbes (mesmos aparelhos,
operador, laboratério e em rapida
sucessao), € esperada com uma

! (2- bromo-2nitro-1,3-propanodiol)

? (azida sédica e cloranfenicol)
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probabilidade determinada (por exemplo,
95%) (IDF, 1999; Esteves, 2006).

A partir do desvio padrdo dos resultados
dos ensaios sob condicdo de repetibilidade
€ aconselhdvel calcular o Ilimite de
repetibilidade " que capacita o analista a
decidir se a diferenca entre andlises
duplicatas de uma amostra, determinada
sob condicbes de repetibilidade, ¢é
significante. Para um nivel de confianca de

f—f e ]

95%, o limite de repetibilidader)( é
avaliado segundo a equacgéo 1 (Nascimento
et al, 2008).

r=28.8Sr (equacéo 1)

Onde: Sr = desvio-padréo de repetibilidade

E
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Figura 3- Esquema da repetibilidade do métodovefraelho.

A repetibilidade da andlise do teor de uréia
no leite cru pelo equipamento CombiScope
FTIR (Advanced/Delta Instruments) foi
testada utilizando 200 amostras de leite cru,
previamente adicionadas de conservante
bronopol. Essas amostras foram escolhidas
aleatoriamente entre as amostras de rotina
do LabUFMG. As 200 amostras foram
separadas em 20 “pools”.

Cada “pool” foi distribuido em 10 frascos e
cada frasco foi colocado em ureck, de
forma a completar 10@acks contendo 20
amostras cada uma, sendo que amostras de
namero igual entre asmcks eram amostras
pertencentes ao mesmo “pool”(figura 3).
Foram avaliados a contagem de células
somaticas, e 0s teores de proteina, gordura,
lactose, extrato seco desengordurado (ESD)
e uréia.
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4.3.2. Avaliacdo da reprodutibilidade do
método

A reprodutibilidade (R) é definida como o

valor abaixo do qual a diferenca absoluta
entre o0s resultados de duas simples
determinagcbes, obtidos em materiais
idénticos obtidos sob diferentes condi¢cdes
(diferentes operadores, aparelhos,
laboratérios e/ou diferentes tempos) é
esperada com uma  probabilidade

determinada (por exemplo, 95%) (IDF,

1999). No experimento, a precisao foi

obtida através dos resultados dos ensaios
com o0 mesmo método, analise por

equipamento infravermelho, variando-se o
periodo, sendo uma analise pela manha e
outra a noite, com respectivamente dois
analistas diferentes.

A reprodutibilidade € expressa pelo desvio
padrdo obtida sob condicbes de
reprodutibilidade associada aos resultados.
A partir do desvio padrdo obtido sob
condicBes de reprodutibilidade foi possivel
calcular a variancia de reprodutibilidade
(S?%) associada aos resultados, e o limite de
reprodutibilidade "R"conforme a equacgéo 2
(Eurachem, 1998; INMETRO, 2002;
Nascimenteet al, 2008).
R=2,8V &2 (equacéo 2)
A reprodutibilidade da analise do teor de
uréia no leite pelo CombiScope FTIR foi
analisada utilizando-se 200 amostras de
leite cru. Durante 10 dias, foram feitos 20
“pools” de amostras de leite cru por dia,
conservadas com bronopol, e cada amostra
foi dividida em duas subamostras rgitks
com 20 amostras cada). A primeiek foi
analisada durante o periodo da manhd e a
outrarack (réplica da anterior) no periodo
da noite (figura 4).

PERIODO DA PERIODO DA
MANHA NOITE
1rack 1 rack

OO0

Durante:| 10 DIAS

Figura 4- Esquema da reprodutibilidade do
método infravermelho.

4.3.3 Comparacdo do CombiScope FTIR
com o ChemSpec 150 Analyzer

O teor de uréia no leite cru foi analisado em
554 amostras de rotina do LabUFMG,
oriundas de amostras de leite de tanque,
conservadas com bronopol. Os resultados
gerados pelo CombiScope FTIR foram
comparados com aqueles obtidos da analise
das mesmas amostras no ChemSpec 150
Analyzer, da Bentley Instruments. A
composicdo das amostras de leite também
foram analisadas no CombiScope FTIR.

4.3.4 Avaliacdo da deteccdo de fraude
por adicdo de uréia ao leite e correlagéo
com os teores de proteina antes e apoés a
adicao

A capacidade de deteccdo de diferentes
quantidades de uréia adicionada ao leite cru
foi avaliada no CombiScope FTIR em
comparacdo com o método enzimatico
(ChemSpec 150) Foram feitos pools de
amostras de leite cru de rotina do
LabUFMG para formacdo de nouetes
contendo 19 amostras cada uma. A 20
amostra de caddote era uma amostra
controle, de composicdo conhecida para
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confirmar a estabilidade analitica. Trés
lotes ficaram como grupo controle, isto é,
sem a adicdo de uréia. Trés outtotes
foram adicionados de 20mg/100g e outros
trés foram adicionados de 40mg/100g de
uréia no leite. Para adicdo de uréia,
utilizou-se uma solucdo concentrada de
uréia formulada com 20g de uréia PA
diluida em agua para 50mL de solu¢éo, em
um baldo volumétrico. Esta solucdo foi
adicionada as amostras de leite utilizando-
se uma micropipeta 10-100pL (LabMate-
HT).

4.3.5 Teste da estabilidade da uréia no
leite

Para o teste da estabilidade da uréia no leite
cinco amostras de leite cru, com trés litros
cada foram coletadas na Fazenda
Experimental da Escola de Veterinaria da
UFMG, localizada no municipio de
lgarapé, Minas Gerais. As amostras foram
provenientes da ordenha de grupos de
aproximadamente 10 vacas cada.

As cinco amostras de leite cru foram

divididas em cinco grupos: A, B, C, D, E.

Cada grupo foi subdividido para a

estocagem em duas temperaturas: 4°C e
20°C. A leitura de componentes do leite,

uréia, CCS, CBT e pH foi realizada nos

dias: 0, 1, 3, 5, 7, 10 e 15 dias nas 2
temperaturas.

4.4 ANALISES LABORATORIAIS

Foram realizadas andlises de composicao
do leite: proteina, gordura, lactose, extrato
seco desengordurado (ESD), uréia e
contagem de células sométicas (CCS) no
equipamento CombiScope™ FTIR (Delta
Instruments); uréia comparativa no
equipamento ChemSpgec150 Analyzer
(Bentley Instruments); contagem bacteriana
no equipamento Bactocount IBC £50

(Bentley Instruments) e pH no pH metro de
bancada digital modelo mPA-210
(Tecnopon).

Para as andlises feitas pelo método

instrumental em analisador eletronico,
baseado na espectroscopia no
infravermelho, as amostras foram

distribuidas em umarack propria do
aparelho, aquecidas a 40°C, durante exatos
20 minutos e homogeneizadas dez vezes
por inversdo, antes de serem colocadas no
equipamento. Tal procedimento condiz com
0 estabelecido no manual de operacdes do
equipamento.

4.4.1 Quantificacdo de componentes e
uréia do leite pelo método de
espectroscopia no infravermelho

Os componentes do leite (gordura, proteina,
lactose e sdlidos totais) foram analisados
por Espectrofotometria de Absorcdo no
Infravermelho Médio (EIVM) segundo
procedimentos preconizados pela FIL (IDF,
2000). O equipamento empregado nas
analises foi um espectrometro
LactoScope™ FTIR, um citbmetro de fluxo
SomaScope™ FTIR. Cada lote foi
constituido de 19 frascos, com amostras de
leite cru, a serem analisadas, mais uma
amostra controle com  composicao
previamente conhecida. Cada frasco de
plastico inerte ndo estéril (40 mL de
capacidade) para armazenamento das
amostras utilizou um comprimido com o
conservante bronopol (2- bromo-2nitro-1,3-
propanodiol), para garantir a conservagao
da amostra de leite.

4.4.2 Contagem de células somaticas

A contagem de células sométicas (CCS)
também foi realizada no citbmetro do
equipamento CombiScope FTIR, (Delta
Instruments). Esse equipamento, além de
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determinar os teores de gordura, proteina,
lactose, ESD e uréia funciona com um
contador eletrénico automatico, que utiliza
0 método da citometria de fluxo (IDF,

1995a). A citometria de fluxo para a

contagem de células sométicas utiliza
coloracdo do material genético com DAPI

(hidrocloreto de 4’, 6-Diamidina-2’-
fenilindol).
4.4.4  Contagem bacteriana  por

citometria de fluxo

As amostras para contagem bacteriana
foram analisadas em duplicata no
equipamento  Bactocount IBC 150

(Bentley Instruments) (Bentley Instruments,

2002). Este equipamento realiza a
contagem individual de bactérias pelo
método de citometria de fluxo. O

equipamento foi calibrado de acordo com o
método de contagem padrdo em placa de
referéncia, definido pela norma
Internacional (IDF,1991), permitindo a
conversdo da contagem bacteriana total em
contagem padrdo, em atendimento a
Instrucdo Normativa n® 51/2002 (Brasil,
2002).

No Bactocount IBC o leite amostrado é
colocado em um carrossel aquecido a 50°C,
para acelerar a reacdo enzimatica e
degradacdo de componentes interferentes.
Um reagente de incubagdo (2 mL),
contendo um tampdao de clarificacdo, uma
enzima proteolitica e um marcador
fluorescente s&o entdo adicionados
automaticamente com o0s objetivos de
solubilizar glébulos de gordura e proteina,
desagregar as células somaticas,
permeabilizar a bactéria e corar seu DNA.
A mistura passa por duas hastes
ultrassbnicas para auxiliar na separacdo
guimica das particulas interferentes. Depois
do periodo de incubacdo, uma porcdo da
mistura é transferida ao citbmetro, onde as
bactérias sdo alinhadas e expostas a um
feixe de laser e o brometo de etidio ligado

ao material genético emite fluorescéncia. O
sinal fluorescente é coletado pelas lentes,
fitrado e detectado por um foto
multiplicador. A intensidade e altura dos
pulsos fluorescentes sdo gravadas e
convertidas para contagens bacterianas
(Bentley Instruments, 2002).

Antes de se passarack no equipamento a
mesma sofre agitacdo garantindo que
haverd homogeneidade na amostra a ser
analisada.

445 Quantificacdo de uréia

metodologia enzimética

por

As amostras de leite cru que foram

analisadas pelo equipamento
CombiScope™ FTIR foram analisadas
consecutivamente pelo equipamento

ChemSpet 150 (metodologia enzimatica)

utilizando-se lotes contidos eracks com
19 amostras de leite cru e 1 amostra
controle.

O ChemSpec 150 realiza a determinacao
dos niveis de uréia no leite (NUL), sendo
capaz de analisar 150 amostras por hora e
dispensa pré-aquecimento das amostras,
podendo estas serem analisadas em
temperatura ambiente (Bentley Instruments
1999).

4.4.6 Acidez do leite ou pH

As amostras foram analisadas de acordo
com os Métodos analiticos oficiais fisico-
guimicos para controle de leite e produtos
lacteos contidos na Instrucdo Normativa
22, de 14 de abril de 2003 ddinistério da
Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento
(Brasil, 2003).

4.4.7 Calibracdo dos equipamentos
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A calibracdo do instrumento refere-se ao
ajuste do sinal instrumental de modo que, a
cada nivel do componente em

quantificacdo, a média de resultados
individuais dados pelo instrumento seja o
mais préximo do valor verdadeiro da

concentracdo do componente (IDF, 1991;
Esteves, 2006).

A calibracéo do equipamento
CombiScope™ FTIR (Delta Instruments)
foi realizada por meio del2 amostras
padréo de leite cru com diferentes faixas de
composic¢do, gordura, proteina, lactose,
ESD e uréia. A calibracdo de CCS foi feita
utilizando-se trés amostras padrdo com
CCS em diferentes niveis. A calibracéo foi
feita utilizando-se o programa de calibracao
do préprio equipamento. As amostras
padrdo foram fornecidas pelo laboratério
DQCI SERVICES (Dairy Quality Control
Incorporated, Estados Unidos), credenciado
pela Secretaria de Agricultura do Estado de
Mineapolis dos Estados Unidos. Este
laboratério € oficial e aprovado pela IDF
(International Dairy Federation). As
amostras padrdo foram  fornecidas
juntamente com os laudos contendo os
resultados das andlises realizadas no
laboratdrio de origem.

Para a calibracdo do equipamento
ChemSpec (Bentley Instruments) foi
utilizado o mesmo esquema anterior, mas
calibrando-se apenas a faixa de composigéo
da uréia.

4.4.8 Teste da homogeneizacao

A checagem da homogeneizacdo do
equipamento CombiScope™ FTIR foi
realizada todos os dias, pela manha, antes
do inicio dos experimentos. O protocolo
com todas as etapas do teste da
homogeneizacdo foi desenvolvido e
fornecido pelos pesquisadores fornecedores
de equipamentos da Delta Instruments,
durante um treinamento realizado na sede
da empresa, na Holanda. A cada semana foi
realizado um “pool” a partir das amostras
de rotina que chegam ao LabUFMG, com
aproximadamente 3% de gordura e outro
pool com cerca de 5% de gordura (Fonseca,
comunicacdo pessoal). Foram preparadas
duas solucdes, a solugéo zero foi obtida por
meio da dissolucdo de 20 litros de agua
deionizada, com 500 comprimidos de
bronopol (2-bromo-2nitro-1,3-
propanodiol). A solucado de sacarose a 10%
foi preparada com 9 litros da solucéo zero
bronopol e a adicdo de 1000 gramas de
sacarose (Synth) de qualidade analitica.
Estas solucdes foram estocadas em baldes
volumétricos a temperatura ambiente,
sendo trocadas a cada més. Foram
utilizadas 30 caixas de leite UAT desnatado
e 30 caixas de leite UAT integral. No inicio
e no final do teste da homogeneizacéo foi
realizada a Ilimpeza e o zero do
equipamento, respectivamente, pela
ativacdo da funcdo do equipamento: clean e
clean with zero, o qual zera, ou seja, retira
da circulacdo do aparelho, resquicios de
componentes do leite que poderiam
interferir nos resultados obtidos (figura 5).
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*ZERAR O EQUIPAMENTO

]

*ANALISAR AS CINCO AMOSTRAS COM 3% DE GORDURA

*ANALISAR AS CINCO AMOSTRAS COM 5% DE GORDURA

* ANALISAR UMA AMOSTRA DE LEITE UAT DESNATADO

h

* ANALISAR UMA AMOSTRA DE LEITE UAT INTEGRAL

*ANALISAR UMA AMOSTRA DA SOLUCAO DE SACAROSE 10%

Y [ *ANALISAR UMA AMOSTRA DA SOLUGCAO ZERO

*ZERAR O EQUIPAMENTO

[=s]

Figura 5- Fluxograma com a rotina diaria de chesade homogeneizacao da limpeza do equipamento,
ou analises realizadas. Fonte: Delta Instrumentspaicagéo pessoal.

5. ANALISE ESTATISTICA:

5.1 ANALISE DO SOFTWARE DO
EQUIPAMENTO

A analise Fourier foi feita de acordo com a
técnica do software: GRAMS Suite
(Thermo Scientific)

Parametros do interferograma:
- A intensidade do comprimento de onda W
na posicao do interferémetro X é

y (x,w) =Y (W) [1 + cos(2wx)]

onde Y(w) é a intensidade espectral em w.

A intensidade total na posicdo x € a
integralizac&do no espectro:

(Equacéo simples)
y(x) =

0

Y(w)[l + cos( mef'x)}iw.

O primeiro termo é uma constante enquanto
0 segundo é a transformacdo Fourier do
espectro:

(Equacéo para misturas
complexas)
s s L2 mwx +C—21’.mx
cos(2mwx)dw = dw

2

[i] i}
x

=L Y(w)e’™ dw.

—

O interferograma foi testado visando a
interacdo entre a substdncia a ser
pesquisada e 0s outros componentes do
leite. No proprio software, foi verificada a

viabilidade da equacdo simples ou da
equagdo para misturas complexas.
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5.2 ESTATISTICA DOS
EXPERIMENTOS

Os dados obtidos foram tabulados para
analise estatistica descritiva. Foram
utilizados para a repetibilidade, o
delineamento inteiramente casualizado;
para a reprodutibilidade o delineamento em
blocos ao acaso, sendo a amostra o bloco e
o periodo a fonte de variagdo; para a
comparacdo da analise de uréia por
metodologia enzimética e por metodologia
de infravermelho utilizou-se delineamento
em blocos ao acaso, sendo a amostra o
bloco e o tipo de equipamento a fonte de
variacdo ; para a avaliacdo da deteccdo de
fraude por adicdo de uréia ao leite utilizou-
se fatorial duplo no delineamento em
blocos casualizados, sendo o bloco a
amostra; para a estabilidade da uréia o
delineamento inteiramente casualizado em
parcelas (temperaturas) subdivididas em
subparcelas (dias).

Para comparacdo de meédias, adotou-se o
teste de Tukey em avaliagbes com
coeficiente de variacdo (C\§ 15% e o
teste t de Student em avaliacdes com (15%
< CV < 30%). A normalidade das respostas
obtidas também foi verificada (Sampaio,
2007). O programa estatistico usado foi o
Minitab 15.0 para Windows (Minitab Inc,
Filadelfia, EUA).

Os resultados originais obtidos de CCS
(contagem de células sométicas) e de CBT
(unidades formadoras de coldnias/mL) por
equipamento eletrébnico ou por contagem
em placas foram transformados para
logaritmo na base 10 (Logl0) para
obtencdo de distribuicdo normal dos dados.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados para a analise do teor de uréia
realizada pelo equipamento CombiScope™

FTIR seguiram as normas estabelecidas
pelo manual do mesmo (Delta Instruments,
2007 e 2009). Em testes anteriores ao
experimento em questdo, realizados neste
equipamento observou-se perda na preciséo
dos resultados, se o0s procedimentos
recomendados, ndo forem corretamente
seguidos, principalmente a temperatura de
pré-aquecimento. Arack contendo as
amostras e acheck (controle) foram
colocadas por exatamente 20 minutos no
banho-maria, a uma temperatura entre
40°C+1°C. Outras condi¢cBes de checagem
também foram verificadas, como o volume
de bombeamento, carry over(que reflete

a eficiéncia de limpeza entre as andlises das
amostras), a estabilidade do zero e a
calibracdo ajustando o Bias/ Intercept (faixa
limitada para calibracéo).

6.1 REPETIBILIDADE

A repetibilidade da andlise de uréia no leite
(NUL) pelo FTIR foi confirmada pela

andlise estatistica dos dados, que
apresentaram média de 10,22 mg/dL,
desvio padréo de 0,67 mg/dL, coeficiente
de variacdo de 6,58% e Ilimite de
repetibilidade de 1,87. O que resulta em
uma boa precisdo na repetibilidade do
equipamento CombiScope FTIR para a
medicdo de nitrogénio uréico no leite
(NUL), assim como para 0S outros
componentes.

A tabela 4 apresenta as médias, os desvios
padrdo (DP), os coeficientes de variacdo
(CV), os limites de repetibilidade (r) e os
minimos e maximos para a uréia e 0s outros
componentes do leite analisados. A
comparagdo das médias da uréia e dos
outros componentes do leite cru,
considerando 20 amostras iguais de cada
rack, num total de 200 amostras pelo teste
de Tukey se encontra na tabela 5.
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Tabela 4- Estatistica descritiva da repetibilidadeandlise da composicéo do leite cru (gorduraefma,
lactose, extrato seco desengordurado e uréia)uipagento FTIR.

Componente Média Desvio padréo Coeficiente de Limite de Min. Max.
(DP) variacao (CV) % repetibilidade (r)
CCS (log -cels/pL) 2,68 0,04 1,59 0,12 2,31 2,92
Gordura (g/100g) 3,54 0,01 0,52 0,05 3,25 3,91
Proteina (g/100g) 3,33 0,01 0,22 0,02 3,07 3,42
Lactose (g/100g) 4,63 0,01 0,15 0,02 4,55 4,71
Extrato seco desengordurado 8,90 0,01 0,13 0,03 8,61 9,04
(9/100g)
Uréia (mg/dL) 10,22 0,67 6,58 1,87 8 12

Tabela 5- Comparacdo das médias de cada compaheiheéte cru considerando 20 amostras iguais de
cada rack (total de 200 amostras).

RACKS
MEDIA DOS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
COMPONENTES
CCS (log -cels/uL) 2,684 269 266 266 267 264 268 267 267 2,7F
Gordura (g/100g) 356 356 354 35% 353 353 354 357 352 353
Proteina (g/100g) 33% 33% 33% 337 337 33% 33% 33% 33F 333
Lactose (g/100g) 467 4627 463 467 463 463 463 463 46F 463

Extrato seco a a a
Desengordurado (g/100g) 8,90 8,90 8,90 8,89 8,90 8,90 8,90 8,9T 8,9 8,9

Uréia (mg/dL) 10,40 1040 1028 1060 10,33 10,28 1010 1018 990 9,88

N 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20

Médias seguidas de letras iguais ndo indicamatifegs estatisticamente significativas (p > 0,05 pe
Teste de Tukey.

No estudo de Goddeet al(2000), 55 minimo e as concentracdes maximas de
amostras idénticas de leite, obtidos apés o uréia no leite (NUL) medido pelo
processo denominado ultrapasteurizacdo analisador de leite Fossomatic 4000 Milk
(UHT), analisadas ao longo de um periodo  Analyzer (Foss North America, Brampton,
de 14 dias, a concentragdo média e o desvio Ontario) foram, respectivamente, 5,52;
padrdo de uréia no leite (NUL) foram de, 0,78; 4,57 e 7,96 mmol/L.

respectivamente, 6,52 e 0,23 mmol/L. O

coeficiente de variagdo foi de 3,44% e o Jé& os resultados das concentra¢des de NUL
limite de repetibilidade de 2,18. No do ensaio de repetibilidade de 200 amostras
segundo estudo de 24 conjuntos de de leite de vacas individuais, do trabalho de
amostras de réplicas de leite analisadas em Arunvipas et al, (2003) apresentaram
um Unico dia, a média, desvio padrdo, o médias significativamente diferentes, mas

43



desvios-padrdo ndo  significativamente
diferentes (médias de 15,48 mg/dL e 15,18
mg/dL e desvios padrdo de 3,08 e 3,09,
respectivamente para 0 método
infravermelho e o enzimético).

6.2 REPRODUTIBILIDADE DO
EQUIPAMENTO

O limite de reprodutibilidade (R) para a
determinagdo da uréia foi de 7,18 mg/dL,
calculado num nivel de confianca de 95%
segundo IDF (1999). A média foi de 9,64
mg/dL, o desvio padrdo de 0,56 mg/dL e o

coeficiente de variacdo de 5,86%. Estes
resultados confirmam boa precisdo na
reprodutibilidade do equipamento
CombiScope FTIR para a medicao de uréia,
assim como para 0s outros componentes
(tabela 7).

Os dados da tabela 6 apresentam as médias
dos componentes do leite e da uréia,
indicando que nao houve diferencas
estatisticamente significativas (p < 0,05)
pelo Teste t de Student, com N = 200
amostras de leite cru, divididas nos
periodos da manha e da tarde.

Tabela 6- Reprodutibilidade com as médias dos coemes do leite cru e da uréia pelo teste t de

Student com N=200 amostras.

Componentes CCs Gordura Proteina Lactose Extrato seco Uréia
(log -cels/pL) (9/100g) (9/100g) (9/100g) desengordurado (mg/dL)
(9/1009)
Periodo
Manha 2,580 3,570 3,340 4,690 9,010 9,830
Noite 2,560 3,520] 3,350J 4,700 9,02(] 9,671

Médias seguidas de letras iguais na mesma cohgieaim resultados iguais (p > 0,05) pelo Teste de

Tukey.

Tabela 7- Estatistica descritiva da reprodutibdiél na analise da composi¢do do leite cru (gordura,
proteina, lactose, extrato seco desengorduradéia&) o equipamento FTIR.

Componente Média

Desvio padréo

Coeficiente de

variagéo (CV) Limite de

(DP) % reprodutibilidade (R)
CCS (log -cels/pL) 2,57 0,02 0,87 0,06
Gordura (g/100g) 3,56 0,03 1,09 0,87
Proteina (g/100g) 3,34 0,01 0,24 0,28
Lactose (g/100g) 4,68 0,01 0,13 0,63
Extrato seco
desengordurado (g/100g) 9,00 0,01 0,09 Lhi
Uréia (mg/dL) 9,64 0,56 5,86 7,18

6.3 COMPARACAO DA ANALISE DE

UREIA POR METODOLOGIA
ENZIMATICA E POR
METODOLOGIA DE
INFRAVERMELHO
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Nao houve diferenca significativa entre os
resultados obtidos nos equipamentos
ChemSpec 150 (metodologia enzimatica) e
CombiScope  (FTIR) (p>0,05). @]
CombiScopeapresentou média de 9,84
mg/dL de uréia enquanto €hemSpec
apresentou média de 9,47 mg/dL de uréia.
O desvio padréo e o coeficiente de variagao
(CV) foram, respectivamente, 3,13mg/dL e
31,81% para o FTIR e 4,11 mg/dL e
43,37% para €hemSpe¢tabela 8). O CV
alto ndo se relaciona aos equipamentos e
sim a diversidade de amostras e teores de
uréia, que foram obtidas de regides variadas
de Minas Gerais. A diferenca significativa
entre os dois métodos foi de 0,44 mg/dL. O

equipamento de infravermelho demonstrou
uma boa confiabilidade, quando comparado
com a metodologia enzimatica, possuindo
um coeficiente de correlacdo (r) de 0,89,

tendo o valor p < 0,0001, o que é

considerado extremamente significante. A
figura 6 apresenta o0s resultados em
Scatterplot do nitrogénio uréico no leite

pelo método enzimético e por FTIR. As

amostras também foram analisadas para os
outros componentes do leite, no

equipamento infravermelho, onde se

verificou resultados dentro dos padrbes
estabelecidos para amostras de boa
gualidade.

Tabela 8- Comparacdo das médias, desvios Padrgoe(lbéeficientes de variacao (CV) dos teores de
uréia (mg/dL) analisados no leite cru pelos equians FTIR e ChemSpec.

Coeficiente de

Equipamentos Média Desvio Padrao (DP) variagao (CV)% N
FTIR 9,84 3,13 31,81 554
ChemSpec 947 411 43,37 554

Médias seguidas de letras diferentes indicam di@&® estatisticamente significativas (p < 0,059 pel

Teste de t de Student.

251

154

FTIR (MUN-mg/dL)

0 5 10

I
15 20 25

Enzymatic method (MUN-mg/dL)

Figura 6- Scatterplot dos resultados (mg/dL) dmg#nio uréico no leite (MUN) por método enzimatico
(ChemSpec) e por método FTIR (CombiScope FTIR).
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De acordo confsoddenet al(2000), as
médias e distribuicdes das concentracdes de
uréia no leite para as 89 amostras
analisadas de leite de rebanho foram
semelhantes entre o Fossomatic 4000 Milk
Analyzer (média= 4,11 mmol/L, minimo=
1,61; maximo= 6,79) e o teste Eurochem
(média = 4,24 mmol/L, minimo= 2,00;
maximo = 7,92). A diferenca média entre
os dois testes foi de 0,13 mmol/L de uréia
no leite (desvio padrdo= 0,55 mmol/L).
Houve concordancia geral entre o0s
resultados do Fossomatic 4000 Milk
Analyzer, um método de IR, e o0 teste
Eurochem(Foss North America, Brampton,
Ontario), um método de referéncia aceito.
Os dois testes demonstraram um mesmo
nivel de alta precisdo (CVFoss = 4,85%,
CVEurochem = 2,65%).

Também em 2000, P. Sauve avaliou a
confiabilidade de 15 de analisadores de
NUL por infravermelho, na América do
Norte em relacdo ao método enzimatico.
Doze amostras foram divididas em
amostras em duplicata e uma amostra de
cada duplicata foi analisada por cada
método. Em seu estudo, apenas 2 de 15 de
analisadores de infravermelho apresentaram
desvios padrdo das diferencas inferiores a
1,5 mg/dL, e grandes diferencas regionais
no controle de qualidade dos testes de NUL
foram encontrados. Nove dos quinze
laboratorios de infravermelho tinham
diferencas médias superiores a O,
mostrando uma analise tendenciosa no
resultado do método de infravermelho. No
entanto, ndo havia praticamente nenhuma
tendenciosidade no resultado do método de
infravermelho comparado com o método
enzimético (Arunvipast al, 2003).

Arunvipas et al. (2003) avaliaram a

confiabilidade (precisdo e exatiddo) e
repetibilidade do método de infravermelho
(Fossomatic 4000) na determinacdo de
nitrogénio uréico no leite. Um total de 161
amostras compostas por leite de vacas
individuais foram selecionadas. O método

de referéncia utilizado para a avaliacdo da
confiabilidade foi a  determinacdo

enzimatica do nitrogénio uréico do leite. A

confiabilidade e repetibilidade, medidas

pelo coeficiente de correlacdo de

concordancia, foram de 0,97 e 0,99,
respectivamente. Os autores utilizaram o
método de Bland e Altman, sendo que, a
diferenca média entre os dois testes foi de
0,051 mg/dL (desvio padrdo = 1,18). Os
limites de 95% de concordancia foram 2,29
e 2,19 mg/dL, respectivamente, indicando
gue 95% dos pares de resultados diferem
por menos de, aproximadamente, * 2,2
mg/dL.

Broutin  (2000) avaliou o método
ChemSpec 150 Bentley Instruments
Inc., USA) em comparacdo com a norma
francesa V04 AFNOR NF-217 para a
determinacgédo de rotina de uréia no leite cru.
A repetibilidade expressa como 0 desvio-
padrdo da repetibilidade (Sr) foi de,
respectivamente, 0,46 mg/dl e 0,60 mg/dl
para as amostras de leite individual e de
conjunto. A precisdo expressa como desvio
padrdo de Precisdo (Sy, x) foi de,
respectivamente, 2,11 mg/dl e 1,59 mg/dl
para as amostras de leite individual e de
conjunto. Isso representou para o autor uma
melhoria na precisdo de, respectivamente
58% e 43% para o filtro e analisadores de
infravermelho  FTIR. Ele chegou a
conclusdo de que o método enzimatico
ChemSpec, com uma velocidade analitica
de 150 amostras por hora pode ser usado
para obter resultados acurados de uréia em
analises de rotina.

A metodologia de infravermelho abrange,
além da andalise do teor de uréia no leite, a
analise de varios componentes do leite,
agilizando a obtencdo de resultados
multiplos e confiaveis. De acordo com
Dutra et al. (1995), a espectroscopia de
absorcdo na regido do infravermelho € uma
técnica analitica qualitativa e gquantitativa
amplamente utilizada em laboratérios
industriais de controle de qualidade e de
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pesquisa e desenvolvimento. Quando
utilizada na determinacdo estrutural de

substancias e na quantificacdo de um ou
varios constituintes em misturas complexas,
fornece resultados rapidos e precisos. Além
disso, a facilidade no preparo da amostra, a
possibilidade de andlise de amostras
sélidas, liquidas e gasosas, transllcidas ou
opacas, a versatilidade do equipamento de
infravermelho e o baixo custo relativo sé&o

alguns dos fatores que contribuem ao
sucesso do uso desta técnica.

6.4 AVALIACAO DA DETECCAO DE
ADICAO DE UREIA AO LEITE E
CORRELACAO COM OS TEORES DE
PROTEINA ANTES E APOS A
ADICAO.

Os resultados da mensuracédo de uréia pelos
equipamentos utilizados foram expressos
como nitrogénio uréico no leite (NUL) e
nao como uréia total, por isso apos a adicao
dos niveis de uréia de 20 e 40mg/100g, os
resultados finais esperados seriam de 46,7%
do valor adicionado.

Os resultados das180 amostras de leite cru
de rotina do LabUFMG, adicionadas com
0s seguintes niveis de uréia: 0, 20 e 40
mg/100g indicaram diferencas
estatisticamente significativas (P < 0,05)
pelo Teste de t de Student, com média e
desvio padrdo de, respectivamente, 19,28
mg/dL e 9,24 mg/dL; e 14,89 mg/dL e 5,17
mg/dL de uréia, para €hemSpec 150
Analysere o CombiScope FTIRtabela

9).

Tabela 9- Comparacédo das médias e desvios PadBon@analise de uréia (NUL), apds a adigcédo de
uréia no leite pelos equipamentos ChemSpec e FTIR.

Equipamento N Média Desvio Padréao (DP)
ChemSpec 180 19,28 9,24
FTIR 180 14,89 5,17

Médias seguidas de letras diferentes indicam dife® estatisticamente significativas (p < 0,05p pel

Teste de t de Student.

A deteccédo de uréia nos niveis adicionados
de 20 e 40mg/dL em leite cru pelo
equipamento FTIR néo foi proporcional ao
aumento da concentragcdo de uréia, com
diferenca significativa e baixa precisdo nos
resultados das amostras com adicdo de
40mg/dL de uréia no leite (figura 7). O
equipamento CombiScope FTIR né&o
detectou de forma precisa leite adulterado

com o0s niveis de uréia adicionados.
Entretanto, a uréia adicionada, com os
niveis de 0, 20 e 40mg/dL, ndo afetaram a
leitura dos teores de proteina na analise
realizada no equipamento FTIR.
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Figura 7- Comparacao dos resultados de analiseitdealdicionado por niveis de uréia (NUL): 0; 20 e
40mg/dL (n=60), pelos equipamentos ChemSpec e FTIR.

No trabalho de Heringet al. (2008), os
autores utilizaram dez amostras de leite cru
de fazendas das racas Holandesa e Tcheca
Pied, na analise em Ilaboratérios na
Republica Tcheca, utilizando quatro
métodos analiticos, entre eles o método de
infravermelho por FTIR. Essas amostras
foram adicionadas com uréia nas
proporcées de 10, 20 e 30 mg/100 ml. A
diferenca de recuperacdo foi calculada
como a diferenca nos valores medidos antes
e depois das adicBes (100% foi o valor da
adicdo pesada). O método FT-MIR revelou
surpreendentemente boa acuracia na
determinacdo da fraude de uréia (de 69,5
para 95,0%) e confiabilidade dos resultados
em comparagdo com outros métodos
(correlacdes de 0,981-0,994; P <0,001),
assim como em comparacdo com 0S
métodos de infravermelho médio antigos,
com base em tecnologia de filtros 6pticos.
O grupo de trabalho do IDF (International
Dairy Federation) (Lefier, 1999) sugeriu a
escolha de um método enzimatico
especifico como método de referéncia na
determinacdo de NUL, especialmente para

equipamentos com técnica de calibracdo
indireta.

6.5 TESTE DA ESTABILIDADE DA
UREIA NO LEITE

A estabilidade da uréia nas amostras de
leite cru armazenadas a 4°C e a 20+2°C,
durante os dias 0, 1, 3, 5, 7, 10 e 15 nao
variou significativamente (p > 0,05) (tabela
10). Foi realizada a analise de regressao das
médias de uréia nas temperaturas de 4°C e
20+ 2°C estimadas nos dias 0, 1, 3, 5, 7,10
e 15 (figura 8). O teor de uréia no leite foi
constante a temperatura de armazenamento
de 4°C durante os 15 dias de estocagem,
contrastando com alguns trabalhos que
apontam o aumento da uréia em leites
armazenados por tempo de estocagem
superiores a 7 dias (Carlsson e Bergstrom,
1994; Goddenet al, 2000; Miettinem e
Juvonen,1990; Oltner e Sjaunja, 1982).
Porém, a partir do terceiro dia, no leite
armazenado a temperatura de 20+2°C
houve um aumento nos teores de uréia, que
podem estar relacionados a uma possivel
degradacao bacteriana da proteina.
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Tabela 10- Comparagdo das médias dos teores de(mgidL) de amostras de leite cru, armazenadas a
4°C e 20°Cnosdias0, 1, 3,5,7,10 e 15.

Dia 0 1 3 5 7 10 15
Temp.°C

4 10, 06* 9, 8" 10, 66# 10, 464 10, 464 10, 66# 10, 464
20 +2 9, 60" 9, 60" 11, 468 10, 668 10, 86® 11, 66 11, 66°

Médias seguidas por letras diferentes (minUsculas)olunas (temperaturas) e por letras mailsnaks
linhas (dias) diferem significativamente (p < 0,p8)o teste de Tukey.
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=
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Figura 8- Regressao das médias de NUL de leitarcnazenado a 4°C e 20+ 2 °C durante 0, 1, 3, 6, 7,1

e 15 dias.

No estudo de Goddert al(2000), as
amostras foram armazenadas a
temperaturas refrigeradas, congeladas ou a
temperatura ambiente. Foi realizado um
estudo com 23 amostras armazenadas por 2,
3, 4 ou 7 dias e outro com 24 amostras de
leite de vacas da raca Holandesa
armazenadas durante 1, 2, 3 ou 4 dias e que

foram submetidas a analise com o
Fossomatic 4000 Milk Analyzer. Os
resultados do primeiro estudo das

concentracdes de uréia do leite mantiveram-
se inalteradas em amostras que foram
conservadas sob refrigeracao por até 4 dias
(P > 0,05) e nas congeladas por até 3 dias
(P > 0,05), mas foram elevadas em

amostras sob refrigeracdo por 7 dias (P =
0,0001) e em amostras que foram

congeladas por 4 ou 7 dias (P < 0,05). As
concentracdes de uréia no leite foram iguais
entre os pares de amostras refrigeradas e
congeladas que foram analisados nos dias
2, 3, 4 ou 7 apo6s a estocagem (P > 0,05).
No segundo estudo, as médias, desvios-
padrdo e intervalos de concentracdo de
NUL para as 24 amostras armazenadas sob
refrigeragdo e em temperatura ambiente
foram, respectivamente, 5,40; 0,77; 4,04-
7,75 mmol/L e 5,43; 0,79; 3,93-7,93
mmol/L. As concentragfes de uréia no leite
foram iguais nas amostras armazenadas por
refrigeracdo em comparacdo com as
amostras armazenadas em temperatura
ambiente por um periodo  de
armazenamento de até 4 dias (P > 0,05).
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Oltner e Sjaunja (1982), Miettinem e
Juvonen (1990) e Carlsson e Bergstrom
(1994), constataram que as concentracfes
de uréia no leite ndo mudaram por até 7
dias, quando refrigeradas a 4°C. J4 Eicher
et al. (1999) observaram maiores
concentracdes de uréia apos uma semana de
refrigeragcdo (8,1% de variagcdo), em
amostras analisadas por infravermelho
(Meyer, 2003).

6.5.1 Avaliacdo na contagem das células
somaticas e nos teores de gordura,
proteina, lactose e extrato seco
desengordurado em funcdo do tempo e
temperatura de estocagem

A estabilidadedos outros componentes
do leite cru(gordura, proteina, lactose e
extrato seco desengordurado (ESé&w)
amostras armazenadas nos dias 0, 1, 3, 5, 7,
10 e 15 as temperaturas de 4°C e 20°C,
resultaram em médias que nao tiveram
diferenca significativa (p > 0,05) pelo teste
de Tukey (tabelas 11, 12, 13, 14 e 15).
Porém a estabilidade da contagem de
células sométicas (CCS) nas amostras de

leite cru armazenadas nas duas
temperaturas, durante 10 e 15 dias
resultaram em médias que tiveram

diferenca significativa (p < 0,05) pelo teste
de Tukey (tabela 12). Foram realizadas as
analises de regressdo das médias de uréia
nas temperaturas de 4°C e 20+2°C
estimadas nos dias 0, 1, 3, 5, 7,10 e 15, de
acordo com as figuras (9, 10, 11, 12 e 13).

Os teores de gordura, proteina, lactose e
extrato seco desengordurado mantiveram-se
estdveis apds 15 dias de estocagem,
independentemente da temperatura de
armazenamento, 0 que pode estar
relacionado ao bom desempenho do

conservante utilizado (bronopol) e boa
gualidade da amostra.

Houve reducdo da CCS do leite
armazenado a temperatura ambiente.
Mesmo com a utilizacdo de conservante nas
amostras (bronopol), sem as condicdes
ideais de refrigeracdo ndo € possivel obter
uma boa acurécia nas andlises de CCS.

Cassoliet al (2010), observaram que os

teores de gordura, proteina, lactose, solidos
totais e a CCS foram semelhantes, até sete
dias ap6s a coleta, quando as amostras

foram conservadas com bronopol,
independentemente da temperatura de
armazenamento (7°C e temperatura

ambiente a 24°C). Meyer (2003), utilizando
temperaturas de armazenamento similares,
observou resultados semelhantes. Amostras
destinadas a andlises de composi¢do e CCS
conservadas com bronopol e mantidas sob
refrigeragdo podem ser analisadas em até
sete dias, assim como amostras destinadas a
andlise de contagem bacteriana total
conservadas com azidiol e refrigeradas sob
temperatura de referéncia.

No trabalho de Monardest al,(1996), os
resultados obtidos ndo demonstraram
interferéncia do tempo de armazenamento
sobre a CCS em 3 ou 7 dias apos a coleta.
A deterioracdo da contagem de células
somaticas com o tempo € esperada em
condicbes de falta de resfriamento das
amostras. De acordo com Chaves
al.(1991), ndo foram observadas variacdes
na CCS das amostras refrigeradas, mas
houve variacdo nas amostras armazenadas a
temperatura ambiente.
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Tabela 11- Comparacdo das médias das contagei$utiescsomatica€CS (log cels/pL) de amostras de
leite cru, armazenado durante 0, 1, 3, 5, 7, 1D dids

Dia 0 1 3 5 7 10 15
Temp. °C

4 1,784 1,884 1,74 1,844 1,884 1,784 1,844
20+2 1,76° 1,76° 1,750 1,64¢P 1,4%¢ 1,088 0,674

Médias seguidas por letras diferentes (minusculas)olunas (temperaturas) e por letras mailsnaks
linhas (dias) diferem significativamente (p < 0,p8)o teste de Tukey.
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Figura 9- Regressdo das médias de contagem daséluhaticas (log -cels/pL) de leite cru armazenado
a4°C e 20+ 2°C durante 0, 1, 3, 5, 7,10 e 15 dias.

Tabela 12- Comparacdo das médias dos teores dergdqmi100g) de amostras de leite cru, armazenado
durante 0, 1, 3, 5, 7, 10 e 15 dias

Dia 0 1 3 5 7 10 15
Temp. °C
4 3,154 3,164 3,164 3,164 3,174 3,14 3,184

20+2 31718 3154 3168 3,198 3,208 3,21 3,208
Médias seguidas por letras diferentes (minUsculas)colunas (temperaturas) e por letras mailsoakas
linhas (dias) diferem significativamente (p < 0,p8)o teste de Tukey.
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Figura 10- Regressédo das médias de gordura (g/b@0gjte cru armazenado a 4°C e 20+ 2 °C durante
0,1,3,5,7,10 e 15 dias.

Tabela 13- Comparacédo das médias dos teores agrar¢g/100g) de amostras de leite cru, armazenado
durante 0, 1, 3, 5, 7, 10 e 15 dias

Dia 0 1 3 5 7 10 15
Temp. °C
4 3,3¢" 3,36 3,3¢8 3,38 3,3 3,36 3,3¢"

20+2 338" 337" 338" 338" 337" 338" 337"
Médias seguidas por letras diferentes (minUsculas)colunas (temperaturas) e por letras mailusoaks
linhas (dias) diferem significativamente (p < 0,p8)o teste de Tukey.
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Figura 11- Regresséo das médias de proteina (g/tiedgite cru armazenado a 4°C e 20+ 2 °C durante
0,1,3,5,7,10 e 15 dias.
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Tabela 14- Comparacédo das médias dos teores @dedagt/100g) de amostras de leite cru, armazenado
durante 0, 1, 3,5, 7, 10 e 15 dias

Dia 0 1 3 5 7 10 15
Temp. °C

4 4,46 4,46 4,46 4,458 4,46 4,45 4,484
202 4,46"° 4,46"° 4,46"° 4,488 4,46"° 4,468 4,442

Médias seguidas por letras diferentes (minUsculas)olunas (temperaturas) e por letras mailsnaks
linhas (dias) diferem significativamente (p < 0,p8)o teste de Tukey.
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‘—I = = = 5 o
=4
éﬂ y=-0,0001x2+0,0006%+4,4607
93 R?=0,9531
o y=-4E-05%7 + 0,0008x2-0,0037x+4,4627
8 2 R- 0,5303
|_
W
S
0 T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16
DIAS
4 Temp.4°C B Temp.20+2°C
—— Polindmio (Temp. 20+2°C) —— Polindmio (Temp. 20£2°C)

Figura 12- Regresséo das médias de lactose (g/tiedg)te cru armazenado a 4°C e 20+ 2 °C durante O
1,3,5,7,10 e 15 dias.

Tabela 15- Comparacdo das médias dos teores damtcesteco desengordurado (ESD) (g/100g) de
amostras de leite cru, armazenado durante 0,51,73,10 e 15 dias

Dia 0 1 3 5 7 10 15
Temp. °C

4 8,824 8,824 8,81 8,81 8,81 8,81 8,81
20 £2 8,878 8,87"® 8,81® 8,81 g8 8,878 8,81®

Médias seguidas por letras diferentes (minUsculas)colunas (temperaturas) e por letras mailusoaks
linhas (dias) diferem significativamente (p < 0,p8)o teste de Tukey.
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Figura 13- Regresséo das médias dos teores déoestia desengordurado (ESD) (g/100g) de leite cru
armazenado a 4°C e 20+ 2°C durante 0, 1, 3, 5,& Hdias.

6.6 ESTABILIDADE DO LEITE NA
ANALISE DO POTENCIAL
HIDROGENIONICO (PH)

O pH das amostras de leite cru armazenado
as temperaturas de 4°C e 20°C, durante 0O,
1, 3, 5 7, 10 e 15 dias resultaram em
médias que tiveram diferenca significativa
(p < 0,05), a partir do terceiro dia de
armazenamento (tabela 16). Foi realizada a
analise de regressdo das médias dos
resultados das analises de pH nas
temperaturas de 4°C e 20+ 2 °C estimadas
nos dias 0, 1, 3, 5, 7,10 e 15 (figura 14).

Houve diminuicdo progressiva nos valores
do pH nas amostras de leite armazenadas
por maior tempo a temperatura de 20+2°C,
provavelmente devido ao aumento na
contagem bacteriana total. Os mesmos
resultados foram encontrados no trabalho
de Araujo (2009), com a idade da amostra
influenciando os resultados de pH apenas
quando as amostras foram submetidas a
temperatura ambiente. Ela sugere que as
amostras de leite  necessitam de
resfriamento, mesmo que  estejam
conservadas com bronopol. Possivelmente,
com o aumento da idade da amostra, houve
multiplicacdo microbiana a partir do
substrato lactose, com produgédo de é&cido
lactico, resultando em abaixamento do pH
(Santos e Fonseca, 2007).

Tabela 16- Comparacgao das médias dos teores de @irhdstras de leite cru, armazenado durante 0, 1,

3,5,7,10 e 15 dias.

Dia 0 1 3 5 7 10 15
Temp. °C

4 6,65 6,69 6,68 6,68 6,68 6,714 6,71°"
20+2 6,650 6,64° 6,3¢P 6,07 5,578 5,268 489"

Médias seguidas por letras diferentes (minUsculas)colunas (temperaturas) e por letras mailsoakas
linhas (dias) diferem significativamente (p < 0,p8)o teste de Tukey.
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Figura 14- Regressado das médias de pH de leiterorazenado a 4°C e 20+ 2°C durante 0, 1, 3, 5,&,10

15 dias.

6.7 ESTABILIDADE DA CONTAGEM
BACTERIANA TOTAL (CBT) NO
LEITE

A contagem bacteriana total (Iag-C/uL)

das amostras de leite cru armazenados a
4°C e a 20°C £2°C, durante 0, 1, 3, 5, 7, 10
e 15 dias resultaram em médias que tiveram
diferenca significativa (p < 0,05), a partir
do terceiro dia de armazenamento (tabela
17). As amostras armazenadas na
temperatura de 20°C+2°C apresentaram
coagulacdo a partir do terceiro dia de
armazenamento, o que pode levar a uma
diminuicdo na confiabilidade dos resultados
encontrados nas andlises por citometria de
fluxo em amostras de leite cru néo
refrigeradas. A regressdo das médias de
contagem bacteriana total (log URT)

nas temperaturas de 4°C e 20+2°C
estimadas nos dias 0, 1, 3, 5, 7,10 e 15 esta
representada na figura 15. Os resultados
confirmam a necessidade de se manter as
amostras sob refrigeragdo (4°C) no intuito
de preserva-las até o momento da andlise,

sem que ocorra aumento na contagem
bacteriana total original do leite.

De acordo com Leite (2008), amostras
adicionadas de azidiol, conservadas em
temperaturas de 4°C a 10°C, podem ser
usadas na contagem bacteriana por
citometria de fluxo, sem que ocorram
diferengas significativas nos resultados
encontrados, por até 10 dias de
armazenamento. Assim 0 armazenamento
de amostras destinadas as analises
microbiolégicas em temperatura ambiente,
mesmo adicionadas do conservante azidiol,
ndo pode ser recomendada em funcdo da
alta incidéncia de amostras nao conformes.

No trabalho de Cassolet al (2010),
avaliou-se o efeito da temperatura de
armazenamento e da idade da amostra sobre
a contagem bacteriana total de amostras de
leite conservadas com azidiol.Eles
concluiram que a amostra para contagem
bacteriana total pode ser analisada até sete
dias apos a coleta, desde que conservada
com azidiol e mantida sob refrigeracdo a
7°C, sem aquecimento ou congelamento.

55



Tabela 17- Comparacédo das médias de Contagem ibaatdrotal (log UFC/uL) em amostras de leite
cru, armazenadas nos dias 0, 1, 3, 5, 7, 10 e 15.

Dias 0 1 3 5 7 10 15
Temp. °C

4 2,644 2,674 2,564 2,34 2,584 2,214 2,614
202 2,684 267" 3,49® BETREE 4,098¢ 411 4,09¢

Médias seguidas por letras diferentes (minUsculas)colunas (temperaturas) e por letras mailsoakas
linhas (dias) diferem significativamente (p < 0,p8)o teste de Tukey.
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Figura 15- Regresséo das médias de Contagem baetdrotal (log UFC/uL) de leite cru armazenado a
4°C e 20+ 2°C durante 0, 1, 3, 5, 7,10 e 15 dias.
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7. CONCLUSOES

O equipamento CombiScope FTIR

apresentou boa precisdo e acuracia na
repetibilidade e na reprodutibilidade para a
analise de uréia na forma de nitrogénio
uréico no leite cru (NUL), apresentando

boa confiabilidade e alto coeficiente de

correlagdo quando comparado com a
metodologia enzimatica de determinacéo de
uréia.

O equipamento FTIR n&o detectou
acuradamente uréia adicionada ao leite em
niveis de 40mg/dL.

A adicdo de uréia ao leite ndo afetou os
resultados analiticos de proteina. Niveis
elevados de uréia adicionada (40mg/dL)
ndo foram detectados linearmente.

Os teores de wuréia no leite cru
permaneceram estaveis sob armazenamento

a 4°C durante 15 dias. Porém a temperatura
de 20°C, a partir do terceiro dia houve um
aumento nos teores de uréia do leite.

Os teores de gordura, proteina, lactose e
extrato seco desengordurado permaneceram
estaveis as temperaturas de armazenamento
de 4°C e 20°C durante até 15 dias de

armazenamento.

A CCS sofreu reducdo apos o terceiro dia
de armazenamento a temperatura ambiente,
mesmo com a utilizagdo do conservante
bronopol nas amostras.

Os valores do pH nas amostras de leite cru
conservados com bronopol diminuiram
apos armazenamento a temperatura de 20°C
a partir do terceiro dia, provavelmente
devido a proliferagdo microbiana.
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ANEXO - EXEMPLO DE LAUDO DAS 12 AMOSTRAS PADRAO DO DQCI PARA
CALIBRACAO DOS EQUIPAMENTOS
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